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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LOS LÍPIDOS VEGETALES 
Los lípidos son un grupo estructuralmente diverso de moléculas cuya característica 
común es la insolubilidad en solventes acuosos. Están compuestos, principalmente, por 
carbono, hidrógeno y oxígeno, y en menor medida fósforo, nitrógeno y azufre. Incluyen una 
amplia variedad de compuestos derivados de los ácidos grasos, además de pigmentos y 
compuestos secundarios como algunas vitaminas u hormonas. Los lípidos desempeñan 
numerosas e importantes funciones biológicas. Una de las más relevantes es la función 
estructural, ya que algunos lípidos, tales como los galactolípidos, en el caso de las plantas, y 
los fosfolípidos forman parte de las membranas que actúan como barrera de los distintos 
compartimentos celulares. Las  ceras, cutina o suberina, componentes de la cutícula o la 
corteza, constituyen la principal barrera de defensa en las plantas. Otros lípidos, como los 
triacilglicéridos, tienen una función de reserva energética, principalmente en semillas. 
Además, otros derivados de los lípidos actúan como segundos mensajeros 
(fosfatidilinositol), como precursores de hormonas vegetales (oxilipinas y jasmonatos) o 
participando en la transducción de señales celulares. El metabolismo de los lípidos 
vegetales comparte muchos rasgos con el de otros organismos. Sin embargo, en las 
plantas, las rutas de biosíntesis son complejas y todavía no se conocen bien. Esto se debe a 
la compartimentalización de las rutas y al intercambio de los lípidos entre esos 
compartimentos. Además, las plantas superiores contienen más de 200 tipos de ácidos 
grasos distintos, lo que dificulta el estudio de las enzimas que intervienen en su síntesis y 
sobre todo, de la regulación de las mismas (Somerville et al., 2000). 
  
1.1.1 Ácidos grasos 
Los ácidos grasos son los principales constituyentes de los lípidos. Los ácidos grasos 
son cadenas hidrocarbonadas de tipo alifático, compuestas por un número par de átomos de 
carbono y en cuyo extremo se encuentra un grupo carboxilo (figura 1.1 A). Cada átomo de 
carbono (entre 4 y 36) se une a los colindantes por medio de un enlace covalente simple o 
doble. Los ácidos grasos sin dobles enlaces se denominan saturados y son lineales (figura 
1.1 A). Los ácidos grasos insaturados tienen uno (monoinsaturados) o varios enlaces dobles 
(poliinsaturados). Los ácidos grasos con dos dobles enlaces se denominan ácidos grasos 
dienoicos y con tres, ácidos grasos trienoicos. Los dobles enlaces pueden estar en 
conformación cis (en el mismo plano espacial), de modo que los ácidos insaturados 
 4 
presentan ángulos o codos en su estructura; o en conformación trans (en distinto plano), 
cuya estructura se asemeja a los ácidos grasos saturados (figura 1.1 B). La mayoría de los 
lípidos vegetales presentan sus dobles enlaces en configuración cis, aunque existen 
excepciones como la del ácido graso Δ-3 trans-hexadecenoico sintetizado en los 
cloroplastos (Somerville et al., 2000). Según la longitud de su cadena los ácidos grasos se 
clasifican en ácidos grasos de cadena corta (4-12 átomos de carbono), media (14-18) o 
larga (más de 20 átomos de carbono). 
 
Figura 1.1 Moléculas de ácidos graos representadas de manera esquemática: Ácido graso saturado 
(ácido esteárico), en la que se indican los átomos de carbono Δ y ω (A) y ácidos grasos 
monoinsaturados (ácido oleico) con conformaciones trans y cis (B). Imagen adaptada de wikipedia. 
 
 
A
B
Δω
Cuadro 1.1 Nomenclatura de los ácidos grasos 
Los ácidos grasos se pueden denominar según su nombre común (ej. ácido oleico), según su 
nombre sistemático de la IUPAC (ej. ácido cis-9-octadecenoico) o según la notación abreviada 
(ej. 8:1
Δ9
). Según esta notación, la primera cifra representa el número de átomos de carbono (18), la 
segunda el número de dobles enlaces (1) y el superíndice (Δ9) la posición del doble enlace, contando 
desde el carbono del grupo carboxilo (carbono Δ1). Como la mayoría de los ácidos grasos son 
isómeros cis, no se especifica la conformación en su nomenclatura, excepto si son trans (ej. 16:1
Δ3t
).  
Otra alternativa es indicar la posición de los dobles enlaces desde el grupo metilo terminal o carbono 
ω o n (ej. el 18:3
Δ9,12,15
 es un ácido graso de la familia ω3 o n-3). 
 
 
 
Δω
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En la tabla 1.1 se muestran los principales ácidos grasos presentes en plantas. También se 
indican los ácidos grasos que constituyen los lípidos de las membranas. La insaturación de 
los ácidos grasos de los glicerolípidos de membrana es esencial para el correcto 
funcionamiento de las membranas biológicas, ya que determina las propiedades físico-
químicas de las mismas. A temperaturas fisiológicas, los lípidos polares que sólo contienen 
ácidos grasos saturados no pueden formar la bicapa lipídica fundamental de la estructura de 
las membranas (Stubbs y Smith, 1984). La introducción de un número apropiado de enlaces 
insaturados en los ácidos grasos disminuye la temperatura necesaria para la transición de la 
fase de gel a la fase de líquido-cristalino y da lugar a membranas con la fluidez adecuada 
(Russell, 1984; Hazel, 1995). 
 
Tabla 1.1 Principales ácidos grasos saturados (sobre fondo amarillo) e insaturados (sobre fondo 
naranja) presentes en las plantas. 
a
 La nomenclatura abreviada se explica en el cuadro 1.1. 
b
 Ácidos 
grasos encontrados en las membranas, el resto son lípidos de reserva. Tabla adaptada por Raquel 
Collados a partir de Somerville et al. (2000). 
 
Nombre común Estructura Abreviatura
Ácido laúrico
Ácido palmíticob
Ácido esteáricob
Ácido araquidónico
Ácido behénico
Ácido lignocérico
Ácido oleicob
Ácido petroselénico
Ácido linoleicob
Ácido -linolénicob
Ácido -linolénico
Ácido erúcico
Ácido rougánico
CH3(CH2)10COOH
CH3(CH2)10CH2CH2COOH
CH3(CH2)10CH2CH2CH2CH2COOH
CH3(CH2)10CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2COOH
CH3(CH2)10CH2CH2CH2CH2CH2CH2COOH
CH3(CH2)10CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2COOH
12:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0
CH3(CH2)7CH=CH (CH2)7COOH
CH3(CH2)10CH=CH (CH2)4COOH
CH3(CH2)4CH=CH-CH2-CH=CH(CH2)7COOH
CH3CH2CH=CH-CH2-CH=CH -CH2-CH=CH(CH2)7COOH
CH3(CH2)4CH=CH-CH2-CH=CH -CH2-CH=CH(CH2)4COOH
CH3CH2CH=CH-CH2-CH=CH -CH2-CH=CH(CH2)5COOH
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)11COOH
18:19
18:16
18:29,12
18:39,12,15
18:36,9,12
16:37,10,13
22:113
a
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La composición de ácidos grasos difiere de unas plantas a otras. En este trabajo se han 
analizado los principales ácidos grasos que constituyen los lípidos de las membranas de 
soja y de Arabidopsis. En adelante y para simplificar, se denominarán con la notación 
abreviada (cuadro 1.1), sin la posición de los dobles enlaces. En soja los principales ácidos 
grasos de membrana analizados son: ácido palmítico (16:0), ácido trans-palmitoleico o Δ3 
trans-hexadecenoico (16:1Δ3t), ácido esteárico (18:0), ácido oleico (18:1), ácido linoleico 
(18:2) y ácido α-linolénico (18:3). Las plantas de Arabidopsis contienen, además de los 
ácidos grasos anteriormente citados, ácido cis-palmitoleico (16:1), ácido palmitolinoleico 
(16:2) y ácido rougánico, palmitolinolénico o cis-7,10,13-hexadecanotrienoico (16:3).  
En la tabla 1.2 se muestra la composición de ácidos grasos totales en hojas de Arabidopsis 
y soja. En la tabla se muestra la tendencia general (Bonaventure et al., 2003; Andreu et al., 
2010). 
                  
 
Composición de ácidos grasos (%) 
 
16:0 16:1 16:2 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 
Arabidopsis 17,5 0,6 3,7 11,8 1,5 2,6 14,4 47,7 
Soja 12,5 3,2 - - 4,1 5,1 12,4 61,7 
 
Tabla 1.2 Composición de ácidos grasos totales de hojas de Arabidopsis (Bonaventure et al., 2003) y 
soja (Andreu et al., 2010). 
 
1.1.2 Clasificación de los lípidos 
Como se ha mencionado anteriormente, los lípidos son un complejo grupo de 
moléculas que tienen en común la insolubilidad en solventes acuosos. Dado su carácter 
diverso, existen varias formas de clasificarlos atendiendo a diferentes parámetros. 
Tradicionalmente, los lípidos se han clasificado, según su estructura, en lípidos con ácidos 
grasos o saponificables y lípidos sin ácidos grasos o insaponificables (tabla 1.3). Dentro de 
los lípidos con ácidos grasos, se consideran lípidos simples los que están constituidos 
únicamente por carbono, hidrógeno y oxígeno, y los complejos pueden incluir fósforo, azufre 
o nitrógeno en su composición. Los lípidos complejos incluyen glucolípidos (galactolípidos y 
sulfolípidos) y fosfolípidos (fosfoglicéridos y esfingolípidos).  
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Lípidos con ácidos grasos 
(saponificables) 
Simples 
Acilglicéridos 
Céridos 
Complejos 
Glucolípidos  
Galactolípidos 
Sulfolípidos 
Fosfolípidos 
Fosfoglicéridos  
Esfingolípidos 
Lípidos sin ácidos grasos 
(insaponificables) 
Terpenos o isoprenoides   
Esteroides   
Tabla 1.3 Clasificación tradicional de los lípidos. 
 
Otra clasificación más reciente (Somerville et al., 2000; Gunstone et al., 2007) considera 
lípidos complejos los que poseen ácidos grasos en su composición, y simples los que no 
contienen ácidos grasos en su molécula (tabla 1.4). Los lípidos complejos se dividen en 
función de la naturaleza del alcohol al que se encuentran unidos los ácidos grasos que los 
componen (Somerville et al., 2000) y se distinguen dos grandes grupos: los glicerolípidos, 
compuestos por ácidos grasos esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2 del glicerol; y los 
esfingolípidos, que no son ésteres de glicerol, sino una larga cadena de aminoalcohol unida 
a un ácido graso mediante un enlace amida. En plantas se encuentran cuatro tipos 
principales de glicerolípidos: triacilglicéridos, fosfolípidos, galactolípidos y sulfolípidos.  
Lípidos con ácidos 
grasos o complejos 
Glicerolípidos 
Acilgliceroles   
Fosfolípidos   
Glucolípidos  
Galactolípidos 
Sulfolípidos 
Esfingolípidos y ceras   
Lípidos sin ácidos 
grasos o simples 
Terpenos  
 Hidrocarburos 
 Esteroides 
  Prostaglandinas     
 
Tabla 1.4 Clasificación de los lípidos (Gunstone et al., 2007). 
 
Según sus propiedades químicas, los lípidos se dividen en lípidos neutros (como los 
acilglicéridos) o polares (como los galactolípidos y fosfolípidos). Los lípidos polares 
presentan simultáneamente una zona hidrófoba y otra hidrófila o polar, de modo que tienen 
un comportamiento anfipático. Otras clasificaciones dividen los lípidos según sea su función: 
estructural (lípidos de membrana), energética (lípidos de reserva) o reguladora.   
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1.1.3 Lípidos de membrana 
Las membranas son las barreras naturales entre células y entre orgánulos 
subcelulares. Están constituidas principalmente por glicerolípidos (fosfolípidos, 
galactolípidos y sulfolípidos), ya que representan hasta un 50% de los lípidos de las hojas 
(Benning y Ohta, 2005). Los galactolípidos y sulfolípidos se encuentran principalmente en 
las membranas cloroplásticas y los fosfolípidos en las membranas extraplastidiales 
(Somerville et al., 2000). Otros lípidos también forman parte de las membranas, como los 
esfingolípidos, que pueden llegar a suponer hasta el 40% de los lípidos de la membrana 
plasmática celular, pero no se encuentran en las membranas plastidiales o mitocondriales 
(Sperling et al., 2005); o la cardiolipina, que es exclusiva de la mitocondria y puede llegar a 
suponer un 30% de la composición de sus membranas (Darwish et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A continuación, se exponen la estructura y características principales de los glicerolípidos de 
membrana objeto de este trabajo: 
 
1.1.3.1 Galactolípidos 
Los galactolípidos se componen de dos ácidos grasos esterificados en el glicerol en 
las posiciones sn-1 y sn-2 (nomenclatura en cuadro 1.2). En la posición sn-3 se encuentran 
covalentemente unidas una o dos moléculas de galactosa, dando lugar a los principales 
tipos de galactolípidos: el monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y el digalactosildiacilglicerol 
(DGDG). En la posición sn-3 también puede unirse un grupo sulfoquinovosil, dando lugar al 
único sulfolípido encontrado en plantas: el sulfoquinovosildiacilglicerol (SQ) (tabla 1.7, panel 
inferior). 
Cuadro 1.2 Nomenclatura de los lípidos 
Para designar la posición en la que el ácido 
graso se esterifica en la molécula de glicerol se 
utiliza la abreviatura sn (de sus siglas en inglés 
stereospecific nomenclature). sn-3 denota el grupo 
hidroxilo terminal del glicerol que es fosforilado o al 
que se une el grupo polar, sn-2 se refiere al hidroxilo 
central y sn-1 al hidroxilo terminal no fosforilado.  
sn-1 
sn-2 
sn-3 
  Introducción 
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A diferencia de las membranas de animales y hongos, las membranas vegetales contienen 
galactolípidos (Somerville y Browse, 1991). Pueden llegar a representar el 50% de los 
lípidos en hojas (Benning y Ohta, 2005) y hasta un 75% de los lípidos cloroplásticos 
(Dörmann y Benning, 2002). Entre los lípidos polares de Arabidopsis thaliana, se encuentra 
aproximadamente un 35% de MGDG, un 17% de DGDG y entre un 2-4% de SQ (Browse et 
al., 1986a; McConn et al., 1994). En la tabla 1.5 se muestra la composición de galactolípidos 
en las membranas del cloroplasto (Block et al., 1983). 
       
Membrana 
glicerolípidos del cloroplasto (% mol) 
MGDG DGDG SQ PC PG PI 
Envuelta externa 17 29 6 32 10 5 
Envuelta interna 49 30 5 6 8 1 
Envuelta  36 29 6 18 9 2 
Membrana tilacoidal 52 26 6,5 4,5 9,5 1,5 
 
Tabla 1.5 Composición de clases de lípidos individuales en cloroplastos de hojas de espinaca, 
adaptada de Block et al. (1983) expresados en porcentaje molar (% mol). 
 
Aunque la presencia de la mayoría de los galactolípidos se restringe a las membranas 
tilacoidales (tabla 1.5), se ha encontrado DGDG en membranas extraplastidiales y en tejidos 
no fotosintéticos (Dörmann y Benning, 2002). Sin embargo, dada su localización principal en 
las membranas tilacoidales, los galactolípidos se han relacionado siempre con la actividad 
fotosintética, aunque se desconocía si su función era meramente estructural. La 
caracterización de los mutantes mgd1 (Jarvis et al., 2000) y dgd1 (Dörmann et al., 1995), 
deficientes en la síntesis de MGDG y DGDG, respectivamente, y la posterior cristalización 
de fotosistema I (PSI), revelaron que cada monómero de PSI contiene una molécula de 
MGDG y tres de fosfatidilglicerol (PG) (Jones, 2007). La cristalización del PSII reveló que en 
su estructura se englobaban hasta 25 moléculas de lípidos (11 de MGDG, 7 de DGDG, 5 de 
SQ y 2 de PG) (Guskov et al., 2009). Todos estos datos indican la importancia de los 
galactolípidos para la eficiencia fotosintética en plantas (Holzl et al., 2006). Los mutantes 
que carecen de galactolípidos (tgd-1/ats-1) no producen semillas viables, por lo que éstos 
son necesarios para la viabilidad de la planta y para el desarrollo de la semilla (Xu et al., 
2005). 
La presencia de SQ está restringida al cloroplasto y se encuentra en pequeñas cantidades 
(menos del 5% de los lípidos polares, tabla 1.5). Se han encontrado moléculas de SQ 
rodeando al PSII, como se ha mencionado anteriormente (Guskov et al., 2009). El SQ es un 
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lípido aniónico, como el PG, y parece que es capaz de sustituirlo en determinadas 
condiciones de estrés (Nakamura, 2013). Se ha descrito que la presencia de lípidos con 
carácter aniónico en los tilacoides está directamente relacionada con la capacidad 
fotosintética de los mismos (Yu y Benning, 2003).  
Los galactolípidos están formados, en su mayoría, por ácidos grasos poliinsaturados. El 
ácido α-linolénico (18:3) puede llegar a constituir un 90% de los ácidos grasos que los 
componen (Somerville et al., 2009). En la tabla 1.6 se muestra la composición de ácidos 
grasos en cada galactolípido individual en hojas de Arabidopsis (Miquel y Browse, 1992), 
planta objeto de este trabajo. Como se muestra en la tablas, el MGDG está compuesto 
mayoritariamente por los ácidos grasos 16:3 (30%) y 18:3 (60%). Es importante destacar 
que en la composición del MGDG se encuentra la práctica totalidad del ácido graso 16:3. 
Encontramos un pequeño porcentaje de este ácido graso en DGDG (2%), ya que éste se 
compone mayoritariamente por 18:3 (76%). El SQ no contiene ácidos grasos insaturados de 
16 átomos de carbono en su composición y contiene altos porcentajes de 16:0 y 18:3 
(tabla 1.6). 
 
              
ácido graso 
Clases de glicerolípidos de la hoja (% mol) 
MGDG DGDG SQ PG PC PE PI 
16:0 1,5 13,6 43,2 20,7 20,6 31,2 43,5 
16:1 1,5 0,3 - 33,5a 0,6 - - 
16:2 1,3 0,6 - - - - - 
16:3 30,6 2,1 - - - - - 
18:0 0,2 1,1 3,7 1,8 2,7 3,4 5,2 
18:1 1,5 1,3 5,3 6 4,4 3,3 4,3 
18:2 3,4 5 10,4 12,5 38,8 43 27 
18:3 60 75,9 37,4 25,6 32,1 18,7 20 
% de lípidos 
polares totales 
42,3 14,2 2,5 10,1 17,2 10,3 3,5 
 
Tabla 1.6 Composición de ácidos grasos en clases de lípidos individuales en hojas de Arabidopsis de 
15 días adaptada de Miquel y Browse (1992) expresados en porcentaje molar (% mol). 
a 
en el caso 
del PG es 16:1
Δ3t
. 
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1.1.3.2 Fosfolípidos 
Los fosfolípidos son glicerolípidos que se componen de dos ácidos grasos 
esterificados en el glicerol en las posiciones sn-1 y sn-2, y en los que el grupo polar se une a 
través de un grupo fosfato a la posición sn-3 (tabla 1.7). Los fosfolípidos se diferencian a 
partir del grupo polar: ácido fosfatídico (PA), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC), 
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (PI) (tabla 1.7, panel 
intermedio). De todos ellos, PC y PE son los fosfolípidos vegetales más abundantes, 
llegando a representar aproximadamente el 50% de los glicerolípidos extraplastidiales. 
Tanto PA, como PG y PC, se pueden encontrar en membranas plastidiales y 
extraplastidiales (Browse et al., 1986a; Dorne y Heinz, 1989; Moreau et al., 1998; Andersson 
et al., 2001). El resto de los fosfolípidos sólo se encuentra en las membranas 
extraplastidiales. En la  tabla 1.5 se muestra la composición de fosfolípidos en las 
membranas del cloroplasto (Block et al., 1983). 
El ácido fosfatídico (PA) es una molécula intermediaria en la síntesis de glicerolípidos que se 
produce tanto en el cloroplasto como en el retículo endoplásmico (RE). Los niveles de PA no 
superan el 1% en la mayoría de los tejidos, aunque se acumulan en determinadas 
condiciones como la aclimatación al frío (Testerink y Munnik, 2011). 
El fosfatidilglicerol (PG) es un fosfolípido aniónico presente en todos los tipos de membrana, 
aunque no es un lípido mayoritario, ya que representa un 8-10% de los lípidos polares 
(tabla 1.6). El PG se sintetiza en la envuelta interna cloroplástica, en la membrana interna 
mitocondrial y en el RE (Frentzen, 2004). El PG sintetizado en el cloroplasto representa más 
del 85% del PG total encontrado en las membranas de las hojas (Browse et al., 1986a) y es 
el fosfolípido mayoritario en las membranas tilacoidales (Joyard et al., 1998; Moreau et al., 
1998) (tabla 1.5), en las que establece interacciones con los complejos fotosintéticos (Jones, 
2007). El PG plastidial se caracteriza, además, porque el 18:3 es su único ácido trienoico, 
esterificado en la posición sn-1; en la posición sn-2 contiene un ácido graso de configuración 
trans: Δ3 trans-hexadecenoico (16:1Δ3t) (Dubacq y Trémolières, 1983; Dörmann, 2005). Su 
presencia en los tilacoides es esencial para la fotosíntesis (Sato et al., 2000; Jones, 2007; 
Guskov et al., 2009) y su implicación en la organización y distribución de los complejos 
fotosintéticos, en la formación de la membrana tilacoidal y en la resistencia y adaptación a 
las bajas temperaturas han sido descritas en la literatura (Hagio et al., 2002; Sakamoto et 
al., 2004; Loll et al., 2005; Wada y Murata, 2007). 
La fosfatidilcolina (PC) es el fosfolípido más abundante de las membranas vegetales 
(Somerville et al., 2000) (tabla 1.6). Su presencia está vinculada al RE y a la envuelta 
externa del cloroplasto, aunque también se ha detectado en las membranas tilacoidales de 
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algunas especies (Andersson et al., 2001). Su función principal es la constitución de las 
membranas extraplastidiales, aunque también se relaciona con la remodelación de los 
fosfolípidos de membrana, o el intercambio de lípidos a través de su derivado 
lisofosfatidilcolina (LPC) (Kazachkov et al., 2008). 
La fosfatidiletanolamina (PE) es un fosfolípido minoritario en plantas. Representa alrededor 
de un 2% de los lípidos totales (Coulon et al., 2012), aunque puede representar un 10% de 
los lípidos polares de hojas de Arabidopsis (tabla 1.6) y su función se relaciona con la 
señalización celular. 
La fosfatidilserina (PS) es un lípido que representa menos del 1% de los glicerolípidos en 
plantas, se localiza principalmente en la membrana plasmática (Moreau et al., 1998) y su 
función fisiológica no ha sido descrita con precisión. 
El fosfatidilinositol (PI) representa menos del 1% de los fosfolípidos de las membranas 
extracloroplásticas, pero desempeña una importante función en la señalización celular. A 
partir de esta molécula se sintetizan los segundos mensajeros de inositol fosfato IP3 o IP6, 
entre otros (Meijer y Munnik, 2003; Heilmann, 2009). 
En la tabla 1.6 se muestra la composición de ácidos grasos en cada fosfolípido individual en 
hojas de Arabidopsis (Miquel y Browse, 1992). Los fosfolípidos están compuestos 
mayoritariamente por los ácidos grasos 16:0, 18:2 y 18:3, y en menor medida por 18:0 y 
18:1. Los fosfolípidos no contienen 16:2, ni 16:3 en su composición. Como se ha 
mencionado anteriormente, únicamente el PG contiene en su composición el ácido graso 
16:1Δ3t. Este ácido graso se encuentra esterificado en la posición sn-2 del PG y en un alto 
porcentaje (33%).  
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Tabla 1.7 Clases principales de glicerolípidos de membrana. Tabla adaptada por Raquel Collados a 
partir de Somerville et al. (2000).   
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1.2 SÍNTESIS DE LÍPIDOS EN PLANTAS 
1.2.1 Síntesis de ácidos grasos en plantas 
La síntesis de novo de ácidos grasos en plantas comienza en el plastidio. El proceso 
se lleva a cabo por la acción de las enzimas acetil-CoA carboxilasa (ACC) y del complejo 
enzimático ácido graso sintasa (FAS), a través de una serie de reacciones de condensación. 
El poder reductor lo aporta el NADPH. La figura 1.2 muestra un esquema detallado de la 
síntesis de ácidos grasos en plantas. 
El proceso comienza con la síntesis de malonil-CoA mediante la carboxilación de una 
molécula de acetil-CoA, realizada por la enzima ACC (Somerville et al., 2000). 
Posteriormente, el complejo FAS sintetiza la cadena hidrocarbonada mediante la adición 
sucesiva de dos unidades de carbono cedidas por moléculas de malonil-CoA. La primera 
enzima del complejo, la malonil-CoA:ACP transacilasa, une el grupo malonilo a la proteína 
transportadora de acilos (ACP). El ácido graso permanece unido a la ACP hasta su 
completa elongación (hasta 16 o 18 átomos de carbono). Después, la enzima β-cetoacil 
sintasa III (KASIII) condensa un grupo malonilo a una primera molécula de acetil-CoA. El 
grupo malonilo sufre una descarboxilación y se forma un intermediario de 4 carbonos. El 
intermediario sufrirá en cada ciclo una reducción, una deshidratación y otra reducción más, 
llevadas a cabo por las enzimas cetoacil-ACP reductasa, hidroxiacil-ACP deshidratasa y 
enoil-ACP reductasa, respectivamente; y posteriormente una nueva condensación con una 
molécula de  malonil-ACP, llevada a cabo por la enzima KASI. De este modo, en cada ciclo 
la cadena alifática incorpora dos átomos de carbono. La KASI cataliza la adición de hasta 16 
átomos de carbono y la KASII se encarga de una condensación adicional, dando lugar al 
ácido esteárico (18:0). 
El complejo FAS sintetiza los ácidos grasos 16:0 y 18:0. La síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga requiere la participación de las enzimas elongasas de ácidos grasos (FAE), 
localizadas en el citosol (Somerville y Browse, 1991). Además de procesos de elongación 
los ácidos grasos pueden sufrir desaturaciones. Generalmente, el 18:0 es desaturado por 
acción de la desaturasa de ácido graso soluble SAD o FAB2 en Arabidopsis (McKeon y 
Stumpf, 1982) para dar lugar al ácido graso 18:1. Los ácidos grasos 16:0, 18:0 y 18:1 se 
incorporan entonces a las rutas de síntesis de lípidos.  
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Figura 1.2 Reacciones implicadas en la ruta de síntesis de ácidos grasos en plantas. En rojo se 
indican las enzimas implicadas en la reacción. Figura adaptada por Raquel Collados a partir de 
Ohlrogge y Browse (1995). 
 
1.2.2 Síntesis de lípidos de membrana en plantas 
 La síntesis de los lípidos de membrana en plantas tiene lugar, principalmente, en dos 
orgánulos (cloroplasto y RE), aunque algunos lípidos (PA, PG) pueden ser sintetizados en la 
envuelta interna de la mitocondria (Moreau et al., 1998). La síntesis de lípidos sigue dos 
rutas: la ruta procariota y la ruta eucariota (Roughan y Slack, 1982). Los ácidos grasos 
sintetizados en el cloroplasto, 16:0-, 18:0- y 18:1-ACP, pueden incorporarse directamente a 
los lípidos del cloroplasto y por lo tanto a la ruta procariota, o ser exportados al citoplasma 
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en forma de acil-CoA, para ser incorporados a los lípidos del RE por las aciltransferasas de 
la ruta eucariota. Se muestra un esquema abreviado de la síntesis de lípidos en la figura 1.3.  
 
Figura 1.3. Esquema abreviado de la síntesis de lípidos en hojas de Arabidopsis: rutas procariota y 
eucariota. En rojo se indican las enzimas implicadas en la síntesis de glicerolípidos y sobre fondo 
verde las enzimas desaturasas (FAD). Las barras rojas indican los mutantes deficientes en la función 
desaturasa. Imagen adaptada de Somerville et al. (2000). 
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1.2.2.1 Ruta procariota  
La ruta procariota se lleva a cabo en el cloroplasto en su totalidad. Los ácidos grasos 
sintetizados en el cloroplasto, unidos a la ACP, se incorporan a una molécula de glicerol-3-
fosfato (G3P), mediante la enzima plastidial sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), 
también denominada ATS1 en Arabidopsis (Chen et al., 2011). Esta enzima es soluble y se 
encuentra en el estroma del cloroplasto (Xu et al., 2006). Debido a la especificidad por 
sustrato de la aciltransferasa, se esterifica, en la mayoría de los casos, una molécula de 
18:1 en la posición sn-1 del glicerol. El producto, el ácido lisofosfatídico (LPA), se incorpora 
a las membranas, donde será convertido en ácido fosfatídico (PA) mediante a la 
esterificación de un segundo ácido graso (16:0) a la posición sn-2, debido a la acción de la 
enzima lisofosfatidil aciltransferasa (LPAAT). Esta enzima se localiza en la envuelta interna 
del cloroplasto (Li-Beisson et al., 2013). En Arabidopsis, la enzima LPAAT también se 
denomina ATS2. El PA puede ser, posteriormente, transformado en PG o en diacilglicerol 
(DAG). La transformación en DAG, por eliminación de grupo fosfato, la lleva a cabo la 
enzima ácido fosfatídico fosfatasa (PAP), localizada en la envuelta interna del cloroplasto 
(Ohlrogge et al., 1991). El DAG puede ser transformado en MGDG o en SQ, mediante las 
enzimas MGDG- y SQ-sintasas (MGDG-S, SQ-S), respectivamente. Éstas adicionan UDP-
galactosa o UDP-sulfoquinovosa al DAG, respectivamente. El DGDG puede ser sintetizado 
por galactosilación del MGDG (adición de una UDP-galactosa mediante la DGDG-sintasa o 
DGDG-S), o por transferencia directa de una molécula de galactosa entre dos moléculas de 
MGDG (van Besouw y Wintermans, 1978; Siebertz et al., 1980), mediante una galactolípido 
galactosil transferasa (Benning y Ohta, 2005). Todas estas enzimas han sido localizadas en 
la envuelta del cloroplasto (Froehlich et al., 2001; Xu et al., 2005; Benning, 2008). 
Los ácidos grasos que forman parte de los glicerolípidos sintetizados a través de la ruta 
procariota son desaturados, una vez esterificados en el glicerol de esos lípidos, debido a la 
acción de las desaturasas plastidiales, como se describe en el apartado 1.3. 
  
1.2.2.2 Ruta eucariota 
 En la ruta eucariota, los ácidos grasos sintetizados en el cloroplasto son exportados 
al citoplasma y son incorporados principalmente en el RE, mediante un mecanismo todavía 
no bien conocido (Slack y Roughan, 1975; Simpson y Williams, 1979; Dubacq y Trémolières, 
1983; Benning, 2009). Este proceso requiere el concurso de una enzima tioesterasa que 
libera el ácido graso de la ACP, y de una acil-CoA sintetasa (ACS). Los ácidos grasos, en 
forma de acil-CoA, se incorporan a una molécula de G3P mediante un proceso muy similar 
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al de la ruta procariota, pero con alguna diferencia debida a la alta especificidad por sustrato 
de las aciltransferasas. La GPAT reticular, enzima asociada a la membrana, esterifica un 
ácido graso 18:0, o en menor medida 16:0, a la posición sn-1 del glicerol (Li-Beisson et al., 
2013). En Arabidopsis existe una isoforma plastidial (ATS1), como se ha mencionado 
anteriormente, cuatro isoformas reticulares (GPAT4-7) y tres mitocondriales (GPAT1-3) con 
distinta especificidad por sustrato, localización subcelular y tisular (revisado en Chen et al., 
2011). Posteriormente, la LPAAT esterifica un segundo ácido graso de 18 átomos de 
carbono (18:0 ó 18:1) a la posición sn-2 del LPA, para dar lugar a PA. En el RE, el PA es 
transformado en DAG, que es precursor de PC y PE; o en citidina difosfato-diacilglicerol 
(CDP-DAG), precursor de PG, PI y PS (Wallis y Browse, 2002). El PE y PS se pueden 
transformar uno en otro. Así, PE se transforma en PS cuando una serina desplaza a la 
etanolamina (Yamaoka et al., 2011), y la reacción contraria ocurre mediante una 
descarboxilación de la serina (Nerlich et al., 2007).  
Además, una parte de la fracción del DAG del PC retorna al cloroplasto para contribuir a la 
síntesis de galactolípidos plastidiales (Browse y Somerville, 1991). En el cloroplasto los 
lípidos reticulares son modificados mediante reemplazo del grupo polar y desaturación. Los 
ácidos grasos que forman parte de los glicerolípidos sintetizados a través de la ruta 
eucariota, al igual que los de la ruta procariota, son desaturados una vez esterificados en el 
glicerol, mediante la acción de las desaturasas reticulares, como se describe en el 
apartado 1.3. 
Los aspectos moleculares de la transferencia de lípidos entre las membranas reticulares y 
plastidiales no están claros (revisado en Benning, 2009). Se han propuesto varios 
mecanismos. Algunos autores proponen que la transferencia está mediada por la 
lisofosfatidilcolina:acil-CoA aciltransferasa (LPCAT), de modo que los ácidos grasos de la 
ruta eucariota podrían moverse de forma reversible entre ambas membranas (Bessoule et 
al., 1995; Horiguchi et al., 1996; Kjellberg et al., 2000; Bates et al., 2007). Otra posibilidad es 
que el PA, precursor de DAG, penetre en las membranas a través de las proteínas 
transportadoras TGD (Wang et al., 2012). Otros autores sugieren que PC podría ser la 
molécula que se transporta al cloroplasto para ser transformada en DAG mediante la acción 
de la enzima fosfolipasa C; o de las enzimas fosfolipasa D y fosfatidato fosfatasa, 
consecutivamente (Li-Beisson et al., 2013) (figura 1.3). También se ha demostrado la 
existencia de asociaciones estrechas entre el RE y la envuelta externa del cloroplasto en 
zonas llamadas PLAM (de sus siglas en inglés Plastid Associated Microsome Fraction), en 
las que podrían darse los procesos anteriores (Kjellberg et al., 2000; Andersson et al., 2007). 
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La cantidad relativa de glicerolípidos sintetizados por cada una de estas dos vías varía en 
diferentes tejidos y en distintas especies de plantas. 
 
1.2.2.3 Plantas 16:3 y 18:3  
Desde el punto de vista de la composición de ácidos grasos de los lípidos de 
membrana las plantas pueden ser clasificadas de acuerdo a la presencia o ausencia del 
ácido graso cis-7,10,13-hexadecanotrienoico (16:3) esterificado en los galactolípidos MGDG 
y DGDG. Esto refleja el tipo de metabolismo de glicerolípidos que posee cada planta. 
En las “plantas 16:3”, como Arabidopsis, están involucradas las dos rutas de la síntesis de 
glicerolípidos descritas previamente (ruta procariota y ruta eucariota), de modo que ambas 
rutas contribuyen de manera similar a la síntesis de MGDG, DGDG y SQ. Estas plantas 
contienen porcentajes elevados, aunque variables, del ácido graso 16:3, esterificados en la 
posición sn-2 de los galactolípidos (principalmente MGDG).  
Por el contrario, las “plantas 18:3”, como soja o trigo, utilizan la ruta procariota únicamente 
para la síntesis de PG (que no contiene 16:3). Los galactolípidos se sintetizan, en estas 
plantas, exclusivamente a través de la ruta eucariota, como derivados del DAG. Estas 
plantas no contienen 16:3, sino 18:3 esterificado en la posición sn-2 de los galactolípidos 
(Heinz y Roughan, 1983; Somerville y Browse, 1991). Se ha asumido que esto se debe a 
que las plantas 18:3 no contienen la enzima fosfatidato fosfatasa (PAP) (Heinz y Roughan, 
1983) (figura 1.3), aunque no se descarta la existencia de aciltransferasas que sólo utilicen 
ácidos grasos de 18 átomos de carbono como sustrato, en presencia de una PAP funcional 
(Mongrand et al., 1998).  
Se desconocen las ventajas evolutivas de cada una de estas rutas metabólicas y por qué 
coexisten ambos tipos de plantas. Parece que no existe relación entre fenotipo 16:3 o 18:3 
de una planta y el ecosistema en el que crece. Tampoco se ha visto relación entre la 
anatomía de la planta y el fenotipo 16:3 o 18:3. La única relación descrita es que las 
especies más primitivas son plantas 16:3, aunque entre las Angiospermas coexisten ambos 
fenotipos. Un 12% de las Angiospermas son plantas 16:3, pero curiosamente, entre las 
monocotiledóneas no se encuentra prácticamente ninguna. Parece ser que la pérdida de la 
ruta procariota (pérdida de la función fosfatidato fosfatasa) ocurrió de manera independiente 
y en diferentes etapas de la evolución de las plantas (Mongrad et al, 1998). 
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En la tabla 1.8, se muestra la clasificación 16:3/18:3 de la mayoría de las especies que 
aparecen en este trabajo. En esta Tesis Doctoral se ha trabajado con una planta 18:3 (soja, 
Glycine max), y con otra especie 16:3 (Arabidopsis thaliana). 
 
Especie  Nombre común %16:3 Fenotipo 
Arabidopsis thaliana - 13,8 a 16:3 
Nicotiana sylvestris tabaco silvestre 14,4 16:3 
Brassica napus colza 29/3 b 16:3 
Glycine max soja 0 18:3 
Zea mays maíz 0 18:3 
Oryza sativa arroz 0 18:3 
Gossypium hirsutum algodón - 18:3 c 
Triticum aestivum trigo 0 18:3  
Heliantus annus girasol 0 18:3 
Linun usitatissimum lino 1a 18:3 
Olea europea olivo 0 18:3 
Betula pendula abedul <0,1a 18:3 
Vernicia/Aleurites fordii  - - 18:3 c 
Sapium sebiferum/Triadica sebifera  - 18:3 c 
Tabla 1.8 Clasificación de algunas plantas según su contenido en 16:3 (Mongrand et al., 1998). Se 
consideran plantas 16:3 las que poseen más de un 2% de ácido graso 16:3. Se indican los niveles de 
16:3 en lípidos totales (a) y en MGDG/DGDG (b); (c) plantas cuya composición no está analizada en 
el trabajo de Mongrand et al. (1998), aunque el resto de especies de la misma familia son 18:3. Sobre 
fondo verde se indican las plantas objeto de esta Tesis Doctoral. 
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1.3 DESATURASAS DE ÁCIDOS GRASOS    
Las desaturasas de ácidos grasos (FAD) son las enzimas que convierten un enlace 
simple entre dos átomos de carbono (C-C) en un doble enlace (C=C) en la cadena alquílica 
de los ácidos grasos, en general esterificados en lípidos de membrana. El doble enlace 
resultante se denomina enlace insaturado.  
La actividad desaturasa responsable de la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados se 
detectó inicialmente en preparaciones de microsomas y cloroplastos de distintos tejidos de 
plantas (Schmidt y Heinz, 1990a; Ohlrogge y Browse, 1995). Sin embargo, las dificultades 
para caracterizar las desaturasas por métodos bioquímicos eran un obstáculo para su 
correcta identificación. La caracterización molecular de una colección de mutantes de 
Arabidopsis deficientes en la insaturación de los lípidos de membrana permitió la 
identificación de los genes que codificaban las desaturasas de ácidos grasos y aportaron 
datos específicos sobre su número, especificidad de sustrato y localización (revisado en 
Wallis y Browse, 2002). En Arabidopsis se han descrito 8 genes que codifican 8 proteínas 
desaturasas: FAB2, FAD2, FAD3, FAD4, FAD5, FAD6, FAD7 y FAD8 (tabla 1.9).  
              
Gen 
Código 
TAIR 
Enzima 
Sustrato 
(lípido) 
Sustrato 
(AG) 
Producto 
(AG) 
Posición 
doble 
enlace 
FAB2* At2g43710 Δ9 estearoil-ACP desaturasa Acil-ACP* 18:0 18:1Δ9 Δ9 
FAD2 At3g12120 Δ12 oleato desaturasa PC 18:1Δ9 18: 2Δ9,12 ω6 
FAD3 At2g29980 Δ15 linoleato desaturasa PC 18:2Δ9,12 18:3Δ9,12,15 ω3 
FAD4 At4g27030 Δ3 trans-palmitato desaturasa PG 16:0 16:1Δ3t Δ3 
FAD5 At3g15850 Δ7 cis-palmitato desaturasa GL, SQ 16:0 16:1Δ7 Δ7 
FAD6 At3g30950 Δ10 palmitoleato desaturasa GL,SQ,PG 16:1Δ7 16:2Δ7,10 ω6 
    Δ12 oleato desaturasa GL,SQ,PG 18:1Δ9 18: 2Δ9,12 
 FAD7 At3g11170 Δ13 palmitolinoleato desat. GL,SQ,PG 16:2Δ7,10 16:3Δ7,10,13 ω3 
    Δ15 linoleato desaturasa GL,SQ,PG 18:2Δ9,12 18:3Δ9,12,15 
 FAD8 At5g05580 Δ13 palmitolinoleato desat. GL,SQ,PG 16:2Δ7,10 16:3Δ7,10,13 ω3 
    Δ15 linoleato desaturasa  GL,SQ,PG 18:2Δ9,12 18:3Δ9,12,15 
  
Tabla 1.9 Desaturasas en Arabidopsis y características principales (función, sustratos y  productos). 
Sobre fondo verde se encuentran las desaturasas localizadas en el cloroplasto y sobre fondo amarillo 
en el RE. El asterisco (*) indica la única desaturasa soluble que además no actúa sobre lípidos sino 
sobre ácidos grasos unidos a ACP; el resto son proteínas de membrana. La posición del doble enlace 
se indica mediante Δ u ω según se han denominado tradicionalmente a estas enzimas (ej. Δ9-
desaturasa, ω3 desaturasa, Somerville et al., 2000). AG, ácido graso; GL, galactolípidos; el resto de 
abreviaturas han sido anteriormente descritas. 
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Todas las desaturasas de plantas están codificadas por genes nucleares pero son 
trasladadas a distintas localizaciones. Según su localización, utilizan diferentes donadores 
de electrones y actúan sobre distintos sustratos. La FAB2 es una desaturasa soluble 
localizada en el estroma del cloroplasto (Somerville et al., 2000). Se ha descrito, además, la 
existencia de desaturasas citoplasmáticas solubles ADS, que introducen un primer doble 
enlace en posición Δ7 ó Δ9 (Fukuchi-Mizutani et al., 1998). Sin embargo, la mayoría de las 
desaturasas son proteínas de membrana. FAD2 y FAD3 se localizan en el RE (Dyer y 
Mullen, 2001) y utilizan el citocromo b5 como donador de electrones (Los y Murata, 1998). 
FAD4-FAD8 se localizan en el cloroplasto y utilizan la ferredoxina reducida como donador de 
electrones (Schmidt y Heinz, 1990a). FAB2 (McKeon y Stumpf, 1982), FAD4 y FAD5 (Kunst 
et al., 1989; Heilmann et al., 2004), introducen un primer doble enlace en distintas 
posiciones de los ácidos grasos. FAD2 (Miquel y Browse, 1992) y FAD6 (Browse et al., 
1989) introducen un segundo doble enlace en posición ω6, por lo que son denominadas ω6 
desaturasas. Y FAD3 (Lemieux et al., 1990), FAD7 (Browse et al., 1986a; McCourt et al., 
1987) y FAD8 (Gibson et al., 1994; McConn et al., 1994) introducen el tercer doble enlace en 
posición ω3, por lo que se denominan ω3 desaturasas. Se muestra un esquema abreviado 
de la desaturación de ácidos grasos en la figura 1.3 y un resumen de las características 
principales de las desaturasas de Arabidopsis en la tabla 1.9.  
Se detallan a continuación, las características de las ω3 desaturasas (FAD3, FAD7 y FAD8),  
objeto de este trabajo.  
 
1.3.1 Estructura de los genes que codifican las ω3 desaturasas de plantas y familias 
multigénicas  
Como se ha mencionado anteriormente, todas las desaturasas de plantas están 
codificadas por genes nucleares. En Arabidopsis se encuentra un único gen para cada ω3 
desaturasa: AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8 (Iba et al., 1993; Yadav et al., 1993; Gibson et al., 
1994). En cambio, en otras especies como la soja, se han identificado varios genes para 
cada desaturasa formando familias génicas. La familia GmFAD3 está formada por, al 
menos, tres genes denominados GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3C (Bilyeu et al., 2003), 
también llamados GmFAD3-1b, GmFAD3-1a y GmFAD3-2a, respectivamente, según la 
denominación de  Anai el al. (2005). Existe un cuarto gen GmFAD3-2b (Glyma11g27190) 
(Anai et al., 2005) con una identidad de 0,958 con el gen GmFAD3C. También en lino se 
han detectado varias isoformas de FAD3: LuFAD3A y LuFAD3B (Vrinten et al., 2005). 
Recientemente, nuestro grupo describió que la familia GmFAD7 se compone de dos genes: 
GmFAD7-1 y GmFAD7-2 (Andreu et al., 2010). También se han descrito dos genes 
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GmFAD8: GmFAD8-1 y GmFAD8-2 (Chi et al., 2011; Upchurch y Ramirez, 2011; Román et 
al., 2012), cuya regulación ha sido estudiada en nuestro grupo (Román et al., 2012). 
En la tabla 3.5 del apartado de Materiales y métodos se muestran los códigos de la base de 
datos genómicos Phytozome de los genes de las ω3 desaturasas de soja y los códigos TAIR 
de los genes de A. thaliana, analizadas en este trabajo. 
El locus FAD8 fue identificado por el análisis fenotípico de una línea mutante fad7 de 
Arabidopsis que mostraba que los bajos niveles de ácidos grasos trienoicos detectados en 
este mutante a temperatura control (Gibson et al., 1994) aumentaban cuando las plantas 
eran expuestas a bajas temperaturas (McConn et al., 1994). Posteriormente se aisló el gen 
AtFAD8 mediante hibridación heteróloga utilizando el gen de AtFAD3 como sonda. El gen 
AtFAD8 era capaz de complementar funcionalmente al mutante fad7 en plantas cultivadas a 
17 ºC, por lo que FAD8 se consideró una ω3 desaturasas plastidial inducible por frío, con 
una alta homología con el gen AtFAD7 (Gibson et al., 1994). Desde entonces el gen FAD8 
ha sido identificado en la mayoría de las especies estudiadas (Berberich et al., 1998; Martz 
et al., 2006; Wang et al., 2006; Román et al., 2012). 
Los genes de las ω3 desaturasas están muy conservados, incluso entre especies. Tal y 
como se observa en el árbol filogenético que aparece en la figura 1.4, todas las FAD3 se 
encuentran agrupadas en la misma zona, claramente separadas de las ω3 desaturasas 
plastidiales. Sin embargo, la separación entre las desaturasas FAD7 y FAD8 es menos 
clara. Esto sugeriría, desde el punto de vista filogenético, que ambos genes FAD7 y FAD8 
descienden de un gen común y que su diferenciación es mucho más reciente que la que 
separó las ω3 desaturasas plastidiales de las reticulares. La estructura de estos genes es 
muy similar en las plantas superiores, de modo que la mayoría de los genes de las ω3 
desaturasas consta de 8 exones y 7 intrones, excepto en el arroz cuyos genes contienen 7 
exones (Upchurch y Ramirez, 2011). Tanto en soja como en Arabidopsis, así como en otras 
especies, los genes de las ω3 desaturasas tienen un tamaño de 3-4 kb, y codifican 
secuencias de 1-1,5 kb.  
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Figura 1.4 Árbol filogenético basado en las proteínas de las ω3 desaturasas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 (At), Brassica napus (Bn), Betula pendula (Bp), Glycine max (Gm), Linum usitatissimum (Lu), 
Nicotiana tabacum (Nt), Olea europea (Oe), Oryza sativa (Os), Triticum aestivum (Ta) y Zea mays 
(Zm). Se ha realizado con los números de acceso de las bases de datos GenBank o Phytozome de 
los genes o de las proteínas siguientes: AtFAD3 (At2g29980), AtFAD7 (At3g11170), AtFAD8 
(At5g05580), BnFAD3 (P48624), BnFAD7 (AAT02410), BnFAD8 (FJ985692.1), BpFAD3 (AY135566), 
BpFAD7 (AY135565), BpFAD8 (AY135564), GmFAD3A (Glyma14g37350), GmFAD3B 
(Glyma02g39230), GmFAD3C (Glyma18g06950), GmFAD7-1 (Glyma18g43210), GmFAD7-2 
(Glyma07g18350), GmFAD8-1 (Glyma01g29630), GmFAD8-2 (Glyma03g07570), LuFAD3A 
(ABA02172), LuFAD3B (ABA02173), NtFAD3 (P48626), NtFAD7 (BAC01274), OeFAD3 (DQ788673), 
OeFAD7 (ABG88131), OsFAD7 (Os11g01340.1), OsFAD8 (AAW32557), TaFAD3 (BAA28358), 
TaFAD7 (D43688), ZmFAD7 (D63954) y ZmFAD8 (D63953).   
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1.3.2 Estructura, centro catalítico y reacción de desaturación de las ω3 desaturasas 
de plantas 
1.3.2.1 Estructura de las proteínas ω3 desaturasas de plantas 
En mayoría de las especies de plantas, así como en soja y Arabidopsis, los genes de 
las ω3 desaturasas codifican proteínas de 380-450 aminoácidos, con tamaños predichos de 
alrededor de 50 kDa. La única desaturasa de plantas que ha sido purificada y cristalizada es 
la Δ9 estearoil-ACP desaturasa (FAB2) de Ricinus comunis (también llamada 1AFR). Esta 
proteína es soluble y se compone de un homodímero en el que cada uno de los monómeros 
consta de 11 hélices α (Lindqvist et al., 1996) (figura 1.5). 
 
 
Figura 1.5 Estructura del homodímero de la enzima Δ9 estearoil-ACP desaturasa (FAB2) de Ricinus 
comunis (1AFR) (Lindqvist et al., 1996). Imagen obtenida de la base de datos Protein Data Bank 
(PBD, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 
 
En cambio, las desaturasas de membrana no han podido ser cristalizadas, por lo que su 
estructura secundaria y terciaria no está resuelta. Existen varios modelos de la estructura de 
estas desaturasas que predicen 4 hélices transmembrana y que sitúan tanto los extremos N- 
y C- terminal, como las cajas funcionales, en el lado citoplasmático de la membrana (Los y 
Murata, 1998; Dyer et al., 2001; Tang et al., 2005) (figura 1.6). El estudio in silico de las 
secuencias de las ω3 desaturasas de soja y Arabidopsis, mediante el programa de 
predicción topológica SOSUI, presentaba, en la mayoría de los casos, 4 hélices 
transmembrana. 
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Figura 1.6 Modelo de estructura secundaria de la Δ12 desaturasa en la membrana. La predicción se 
basó en la localización de las histidinas conservadas y de los átomos de hierro, considerando que 
forman parte del centro catalítico, en el lado citoplasmático de la membrana (Los y Murata, 1998).  
 
1.3.2.2 Centro catalítico de las ω3 desaturasas de plantas  
El análisis de las secuencias de aminoácidos de las ω3 desaturasas reveló que éstas 
no contenían los motivos de unión a hierro -D/EX2H- descritos en la desaturasa soluble 
FAB2 (Shanklin y Cahoon, 1998). Sin embargo, se identificaron varios residuos de histidina 
conservados en todas las desaturasas de membrana con la siguiente estructura 
-HX(3-4)HX(7-41)HX(2-3)HHX(61-189)(H/Q)X(2-3)HH- (Shanklin et al., 1994; Shanklin y Cahoon, 
1998). Se ha descrito que los ocho residuos de histidina conservados son esenciales para la 
función catalítica de las desaturasas (Shanklin et al., 1994; Román et al., 2012). El análisis 
de las secuencias de las ω3 desaturasas de plantas, entre ellas de Arabidopsis y soja, 
reveló que las cajas de histidina están altamente conservadas, de modo que no sólo 
conservan el número y posición de los residuos de histidina sino que además conservan el 
resto de aminoácidos que los acompañan (figura 1.7). Las secuencias de aminoácidos de 
las cajas de histidina de las ω3 desaturasas son las siguientes: Ia, HDCGH; Ib, HRTHH y II, 
HVIHH (Iba et al., 1993; Yadav et al., 1993; Gibson et al., 1994; Hamada et al., 1994; 
Watahiki y Yamamoto, 1994). Se ha propuesto que estas cajas de histidina son las 
responsables de la coordinación de los átomos de hierro que catalizarían la reacción de 
desaturación en las desaturasas de membrana (Los y Murata, 1998; Somerville et al., 2000).  
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                    10        20        30        40        50        60        70            
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     ----------------------------------------------------------------MVVAMD  
GmFAD3A    -----------------------------------------------------------------MVKDT  
GmFAD3B    -----------------------------------------------------------------MVKDT  
GmFAD3C    -----------------------------------------------------------------MVQ-A  
GmFAD3-2b  -----------------------------------------------------------------MVQ-A  
AtFAD7     MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNFLSNNN---KFRPSLSSSSYKTSSSPLSFGLNSRDGFTRNWALNVS  
GmFAD7-1   MATWILSECGLKPLAPVIPRPRTGAALSSTSRVEFLDTNKVVAGPKFQP---LRCNLR---ERNWGLKVS  
GmFAD7-2   MATWVLSECSLKPLAPVIPRPRTGAVLSSTSKVGFLETNKVLEGSKFQP---LRCNLR---ERNWGLKVS  
AtFAD8     MASSVLSECGFRPLPRFYPKHTTSFASNPKPTFKFNPPLKPPSSLLNSR---YGFYSK---TRNWALNVA  
GmFAD8-1   MATWVLSECGLRSLPPVFPRPTRPISCQKPSKFRFLSINKGVADLNLQPRGFTCYNFR---ERKWESGVS  
GmFAD8-2   MATWVLSECGLRPLPPVFPRSTRPISCQKPSKSRFLSTNKGVPDLNLQARGLTCCSFR---DRKWELGVS  
 
                    80        90       100       110       120  *    130       140         
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     QRTNVNGD-------------PGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSPLRSMSYVVRDI  
GmFAD3A    KPLAYAAN-------------NGYQKEA----FDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKNPWRSLSYVLRDV  
GmFAD3B    KPLAYAAN-------------NGYQQKGSSFDFDPSAPPPFKIAEIRASIPKHCWVKNPWRSLSYVLRDV  
GmFAD3C    QPLQHVG--------------NGAGKEDQAY-FDPSAPPPFKIANIRAAIPKHCWEKNTLRSLSYVLRDV  
GmFAD3-2b  QPLQHVG--------------NGAGKEDLAYNFDPSAPPPFKIADIRAAIPKHCWEKNTLRSLSYVLRDV  
AtFAD7     TPLTTP------------IFEESPLEEDNKQRFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWKSLSYVVRDV  
GmFAD7-1   APLRVASIEEE-QKSVDLTNGANGVEHEKFPEFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKDPWRSMSYVVRDV  
GmFAD7-2   VPLRIASIEEEEQKSVDVINGSNGVEHEKLPEFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKDPLKSMSYVVRDV  
AtFAD8     TPLTT---------------LQSPSEED-TERFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWMSMSYVVRDV  
GmFAD8-1   APLKVATTEGE---EEEGINGAN-GVVEEVPEFDPSAPPPFKLADIRASIPKHCWVKDPWKSMSYVVRDV  
GmFAD8-2   APLKFATNEGE---EEERTNGANNGVGEEVSEFDPSAPPPFKLADIRAAIPKHCWVKDPWKSMSYVVRDV  
 
                                                  * 
                   150       160       170       180       190       200       210       
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     IAVAALAIAAVYVDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGHILHSFILVPYHGW  
GmFAD3A    LVIAALMAAASHFNNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPFLNSLVGHILHSSILVPYHGW  
GmFAD3B    LVIAALVAAAIHFDNWLLWLIYCPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPLLNSLVGHILHSSILVPYHGW  
GmFAD3C    LVVTALVAAAIGFNSWFFWPLYWPAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNSPLLNSIVGHILHSSILVPYHGW  
GmFAD3-2b  LIVSALVAAAIGFNSWLFWPPYWSAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNSPMLNSIVGHILHSSILVPYHGW  
AtFAD7     AIVFALAAGAAYLNNWIVWPLYWLAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPKLNSVVGHLLHSSILVPYHGW  
GmFAD7-1   IAVFGLAAAAAYLNNWLVWPLYWAAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNNSKLNSVVGHLLHSSILVPYHGW  
GmFAD7-2   IAVFGLASAAAYLNNWLVWPLYWAAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNNPKLNSVVGHLLHSSILVPYHGW  
AtFAD8     AIVFGLAAVAAYFNNWLLWPLYWFAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPRLNSVAGHLLHSSILVPYHGW  
GmFAD8-1   IVVFGLAVAAAYLNNWVVWPLYWAAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNNPKLNSVAGHLLHSSILVPYHGW  
GmFAD8-2   IVVFGLAAAAAYLNNWVVWPLYWAAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNNPKLNSVAGHLLHSSILVPYHGW  
                                                                                       Ia 
 
                   220       230       240       250       260       270       280       
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     RISHRTHHQNHGHVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPMLAYPLYLCYRSPGKEGSHFNPYSS  
GmFAD3A    RISHRTHHQNHGHIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLFVYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSN  
GmFAD3B    RISHRTHHQNHGHIEKDESWVPLTEKIYKNLDSMTRLIRFTVPFPLFVYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSN  
GmFAD3C    RISHRTHHQNHGHVEKDESWVPLTEKVYKNLDNMTRMMRFTLPFPIFAYPFYLWSRSPGKEGSHFNPYSN  
GmFAD3-2b  RISHRTHHQNHGHVEKDESWVPLSEKVYKNLDNMTRMMRFTLPFPIFAYPFYLWSRSPGKEGSHFNPYSN  
AtFAD7     RISHRTHHQNHGHVENDESWHPMSEKIYNTLDKPTRFFRFTLPLVMLAYPFYLWARSPGKKGSHYHPDSD  
GmFAD7-1   RISHRTHHQHHGHAENDESWHPLPEKLFRSLDTVTRMLRFTAPFPLLAFPVYLFSRSPGKTGSHFDPSSD  
GmFAD7-2   RISHRTHHQHHGHVENDESWHPLPEKLFRSLDTVTRMLRFTAPFPLLAYPVYLWGRSPGKTGSHFDPSSD  
AtFAD8     RISHRTHHQNHGHVENDESWHPLPESIYKNLEKTTQMFRFTLPFPMLAYPFYLWNRSPGKQGSHYHPDSD  
GmFAD8-1   RISHRTHHQNHGHVENDESWHPLPEKIFKSLDNVTRILRFTLPFPLLAYPIYLWSRSPGKTGSHFNPDSD  
GmFAD8-2   RISHRTHHQNHGHVENDESWHPLPEKIFKSLDNVTRILRFTLPFPLLAYPIYLWSRSPGKTGSHFNPDSD  
                           Ib 
 
Figura 1.7 (pie de figura en página siguiente) 
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                   290    *  300       310       320       330       340       350       
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     LFAPSERKLIATSTTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVLKVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHHHGHDEKLPWYR  
GmFAD3A    LFPPSERKGIAISTLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYR  
GmFAD3B    LFPPSERKGIAISTLCWATMFSLLIYLSFITSPLLVLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYR  
GmFAD3C    LFSPGERRDVLTSTLCWGIMLSVLLYLSLTMGPLFMLKLYGVPYLIFVMWLDFVTYLHHHGYKQKLPWYR  
GmFAD3-2b  LFSPGERRDVITSTLCWGIMLSLLLYLSLTLDPLFMFKLYGVPYLIFVVWLDFVTYLHHHGYKQKLPWYR  
AtFAD7     LFLPKERKDVLTSTACWTAMAALLVCLNFTIGPIQMLKLYGIPYWINVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYR  
GmFAD7-1   LFVPNERKDIITSTACWAAMLGLLVGLGFVMGPIQLLKLYGVPYVIFVMWLDLVTYLHHHGHEDKLPWYR  
GmFAD7-2   LFVPNERKDVITSTACWAAMLGLLVGLGFVMGPIQLLKLYGVPYVIFVMWLDLVTYLHHHGHEGKLPWYR  
AtFAD8     LFLPKEKKDVLTSTACWTAMAALLVCLNFVMGPIQMLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYR  
GmFAD8-1   LFVPSERKDVITSTVCWTAMAALLVGLGFVMGPVQLLKLYGIPYVIFVMWLDLVTYLHHHGHEDKLPWYR  
GmFAD8-2   LFVPSERKDVITSTICWTAMAALLVGLGFVMGPVQLLKLYGIPYAIFVMWLDLVTYLHHHGHEDKLPWYR  
 
                   360       370       380       390       400       410       420       
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     GKEWSYLRGGLTTIDRDYGIFNNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVDATKAAKHVLGRYYREPKT-SGAI  
GmFAD3A    GKEWSYLRGGLTTVDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATQAAKSVLGEYYREPER-SAPL  
GmFAD3B    GKEWSYLRGGLTTVDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATQAAKPVLGDYYREPER-SAPL  
GmFAD3C    GQEWSYLRGGLTTVDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLIEATKAAKAVLGKYYREPQK-SGPL  
GmFAD3-2b  GQEWTYLRGGLTTVDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATKAAKAVLGKYYREPQK-SGPL  
AtFAD7     GKEWSYLRGGLTTLDRDYGLINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPDK-SGPL  
GmFAD7-1   GKEWSYLRGGLTTLDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVFGKYYREPKKSAAPL  
GmFAD7-2   GKEWSYLRGGLTTLDRDYGLINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVFGKYYREPKK-SSPL  
AtFAD8     GKEWSYLRGGLTTLDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPKN-SGPL  
GmFAD8-1   GEEWSYLRGGLTTIDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLIEATEAAKPVLGLYYREPKK-SSPL  
GmFAD8-2   GEEWSYLRGGLTTIDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLIEATEAAKPVLGQYYREPKK-SSPL  
                                          II 
                   430       440       450       460    
           ....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
AtFAD3     PIHLVESLVASIKKDHYVSDTGDIVFYETDPDLYVYASDKSKIN  
GmFAD3A    PFHLIKYLIQSMRQDHFVSDTGDVVYYQTDSLHLHSHRD-----  
GmFAD3B    PFHLIKYLIQSMRQDHFVSDTGDVVYYQTDSLLLHSQRD-----  
GmFAD3C    PLHLIKYLLHSISQDHFVSDSGDIVYYQTDSQLHKDSWTQSN--  
GmFAD3-2b  PLHLIKYLLHSISQDHFVSDYGDIVYYQTDSQFHKDSWTKSN--  
AtFAD7     PLHLLEILAKSIKEDHYVSDEGEVVYYKADPNLYGEVKVRAD--  
GmFAD7-1   PFHLIGEIIRSFKTDHFVSDTGDVVYYQTDSKINGASKSE----  
GmFAD7-2   PFHLIGELIRSFKTDHFVSDKGDVVYYQTDSEIIGSSKSE----  
AtFAD8     PLHLLGSLIKSMKQDHFVSDTGDVVYYEADPKLNGQRT------  
GmFAD8-1   PIYLIGELLRSMKKDHFVSNTGDIVYYQTDPTLSSSSTSQ----  
GmFAD8-2   PIYLIGELLRSMKKDHFVSDSGDIVYYQTDPTLSSSSTSQ----  
 
Figura 1.7 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las ω3 desaturasas de Arabidopsis y 
soja. Los recuadros negros indican las cajas de histidinas conservadas en todas las ω3 desaturasas. 
Los asteriscos (*) indican las cisteínas conservadas en todas las ω3 dasaturasas. Las secuencias de 
aminoácidos se han obtenido de la base de datos Phytozome (tabla 3.5). 
 
1.3.2.3 Reacción de desaturación de las ω3 desaturasas 
Las desaturasas son enzimas que catalizan reacciones de deshidrogenación 
altamente estereoselectivas, regioselectivas y quimioselectivas (Behrouzian y Buist, 2002). 
Según el sustrato al que reconocen hay tres tipos de desaturasas: acil-CoA desaturasas, 
acil-ACP desaturasas y acil-lípido desaturasas. Las ω3 desaturasas pertenecen al tercer 
grupo e introducen dobles enlaces en los ácidos grasos esterificados en lípidos (Murata et 
al., 1992; Murata y Wada, 1995). Algunas reconocen grupos polares específicos, además de 
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una posición sn determinada del glicerol a la que el ácido graso se esterifica (Murata y 
Wada, 1995) y otras son insensibles al grupo polar o a la posición sn.  
La desaturación es una reacción de oxidación que requiere el concurso de dos electrones, 
además de una molécula de oxígeno, aunque se desconocen los detalles del mecanismo 
enzimático (revisado en Behrouzian y Buist, 2002). El mecanismo propuesto para la 
desaturación de ácidos grasos se muestra en la figura 1.8. En el estado basal el centro 
dihierro de la enzima se encuentra en forma oxidada FeIII-O-FeIII. La transferencia 
electrónica desde el donador de electrones al centro dihierro da lugar a un estado reducido, 
FeII-O-FeII. El donador de electrones es la ferredoxina reducida en el caso de las 
desaturasas plastidiales (Schmidt y Heinz, 1990b) y el citocromo b5 en el caso de las 
reticulares (Miquel y Browse, 1992). Tras la formación del estado reducido del centro 
dihierro, una molécula de oxígeno se une al centro activo de la enzima generando un 
intermediario peroxo 2Fe-2O (“P”). La ruptura del enlace entre átomos de oxígeno da lugar a 
una forma activada del centro dihierro (“Q”) que actúa como oxidante capaz de atraer de 
forma sucesiva dos átomos de hidrógeno de dos grupos metileno. La transferencia del 
primer átomo de hidrógeno da lugar a un intermediario alquilo, y la segunda da lugar a una 
especie transitoria que contiene dos electrones desapareados que se combinan de forma 
espontánea para formar un doble enlace. Esta reacción genera una molécula de agua y 
regenera la forma oxidada del sitio activo de la enzima (Shanklin y Cahoon, 1998; Somerville 
et al., 2000). La recuperación del estado reducido de la ferredoxina se debe, bien a la 
actividad fotosintética durante los periodos de iluminación, bien a la acción de la ferredoxina-
NADP reductasa, y de su producto NADPH, en periodos de oscuridad (Schmidt y Heinz, 
1990b). La recuperación del citocromo b5 se debe a la acción de la enzima NADH-citocromo 
b5 oxidorreductasa (Kearns et al., 1991). 
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Figura 1.8 Mecanismo catalítico propuesto para la desaturación de ácidos grasos. Imagen adaptada 
de Somerville et al., 2000. 
 
1.3.3 Regulación de las ω3 desaturasas 
En todos los organismos las desaturasas de ácidos grasos están sujetas a diferentes 
tipos de regulación, dependiendo de su localización y función. Aunque no se conocen con 
exactitud los mecanismos de control de la expresión o de la actividad de las ω3 
desaturasas, existen evidencias sobre los efectos que tienen ciertos factores sobre la 
desaturación de los ácidos grasos. Algunos de estos factores son el desarrollo de la planta 
(Horiguchi et al., 1996; Horiguchi et al., 1998; Lagunas et al., 2013), el efecto de hormonas 
como auxinas (Yamamoto, 1994) o ácido abscísico (Zou et al., 1995), la luz (Nishiuchi et al., 
1995; Horiguchi et al., 1996; Collados et al., 2006), el estrés hídrico (Im et al., 2002; Zhang 
et al., 2005), la herida y ataque por patógenos (Hamada et al., 1996; Kirsch et al., 1997; 
Nishiuchi et al., 1997; Nishiuchi y Iba, 1998; Nishiuchi et al., 1999; Li et al., 2003); o la 
temperatura. En esta Tesis Doctoral nos hemos centrado en el efecto de la temperatura 
sobre la actividad y la regulación de las ω3 desaturasas. 
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1.4 REGULACIÓN DE LAS ω3 DESATURASAS POR TEMPERATURA  
La temperatura es uno de los principales factores ambientales que influyen en la 
distribución geográfica de las especies de plantas (Woodward, 1988; Thomashow, 1999), 
siendo el rango de temperaturas que las plantas deben soportar extremadamente variable, 
tanto en la escala temporal como en la espacial (Iba, 2002). Según el rango de temperaturas 
que las plantas deben soportar, es importante diferenciar entre bajas temperaturas, 
temperaturas de congelación (Kodama et al., 1995; Chinnusamy et al., 2003) y altas 
temperaturas.  
Se consideran bajas temperaturas aquellas que son más bajas que la temperatura propia de 
crecimiento y están comprendidas entre 0 ºC y 12 ºC. Las plantas tropicales o subtropicales, 
entre las que se encuentran muchas plantas de cultivo como soja, algodón, maíz o arroz, 
son sensibles a las bajas temperaturas y sufren cambios y daños físicos, fisiológicos y 
síntomas de estrés. Por el contrario, las plantas de origen templado, como Arabidopsis, son 
resistentes a las bajas temperaturas y crecen y se desarrollan a estas temperaturas con 
normalidad (Somerville et al., 2000).  
El estrés por congelación (temperaturas por debajo de 0 ºC) en plantas difiere del estrés por 
bajas temperaturas y su tolerancia requiere el concurso de varios mecanismos biológicos 
especializados. A partir de -5 ºC se forman cristales de hielo fuera de la membrana 
plasmática. Como los solutos quedan excluidos del hielo, la concentración de los mismos 
aumenta, la célula puede sufrir plasmólisis y cuando la temperatura vuelve a aumentar y el 
hielo se funde, aparece el daño celular (Somerville et al., 2000) e incluso la muerte celular 
(Ruelland et al., 2009). La mayoría de las plantas de origen templado puede adquirir 
tolerancia a las temperaturas de congelación si éstas son expuestas previamente a bajas 
temperaturas durante varios días, en un proceso que se denomina aclimatación al frío (Guy, 
1990; Hughes y Dunn, 1996; Browse y Xin, 2001). Las plantas tropicales y subtropicales son 
incapaces de aclimatarse a las bajas temperaturas. 
El frío produce la reducción de la actividad enzimática, el aumento de la rigidez de las 
membranas, la desestabilización de los complejos proteicos, la estabilización de la 
estructura secundaria del mRNA, la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) o 
la disfunción de la fotosíntesis (Ruelland y Zachowski, 2010). 
Por otra parte las altas temperaturas producen un plegamiento incorrecto de las proteínas, 
afectan a la fluidez de las membranas y al metabolismo e inducen el reordenamiento del 
citoesqueleto (Ruelland y Zachowski, 2010). La aclimatación a las altas temperaturas está 
mediada a nivel celular, en parte, por la inducción de respuestas generales de estrés, 
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incluyendo el aumento de expresión y de la actividad de proteínas de choque térmico (HSP) 
(Vierling, 1991; Wang et al., 2004). Estas proteínas permiten a los organismos soportar las 
temperaturas elevadas actuando como chaperonas moleculares para compensar el daño de 
las proteínas mal plegadas que podrían acumularse durante la exposición a las altas 
temperaturas.  
Es importante destacar que los cambios de temperatura también son necesarios para el 
correcto desarrollo de algunas funciones en plantas como la vernalización necesaria para la 
floración o la estratificación necesaria para la germinación de las semillas (Ruelland y 
Zachowski, 2010). 
En este trabajo se ha estudiado el efecto de las bajas (5-8 ºC) y las altas (30 ºC) 
temperaturas en una planta sensible (soja) y otra tolerante (Arabidopsis) al frío. Por ello, a 
continuación se describen algunos de los aspectos relacionados con la adaptación al frío en 
plantas. 
 
1.4.1 Mecanismos de adaptación a las bajas temperaturas 
La aclimatación de las plantas a la temperatura del entorno depende directamente de 
su capacidad de desarrollar mecanismos de adaptación. Estos mecanismos son muy 
complejos e involucran un gran número de modificaciones bioquímicas y fisiológicas tales 
como cambios en los azúcares, en proteínas solubles, en la prolina y en ácidos inorgánicos, 
modificaciones en la composición de los lípidos de membrana y la aparición de nuevas 
proteínas (Kaye y Guy, 1995; Thomashow, 1999; Iba, 2002). Las membranas son una de las 
dianas principales en las estrategias de aclimatación a la temperatura ya que rodean células 
y orgánulos, y en ellas se dan procesos esenciales como la fotosíntesis, la respiración 
celular o el transporte de solutos, como resultado de la actividad de muchas proteínas que 
están embebidas en las propias membranas. El primer efecto del daño por bajas 
temperaturas es la transición del estado líquido-cristalino a la fase de gel de las membranas 
celulares, lo que resulta en alteraciones en el metabolismo de las células que sufren el frío 
(Somerville et al., 2000). Se ha observado una importante asociación entre la temperatura 
del entorno y el contenido en lípidos y ácidos grasos de las membranas de plantas (Rennie y 
Tanner, 1989; Nishida y Murata, 1996; Iba, 2002). La fluidez de la membrana depende de la 
naturaleza del grupo polar de los glicerolípidos que la componen y de la longitud y el nivel de 
insaturación de los ácidos grasos que forman parte de los glicerolípidos. Se ha demostrado 
que la pérdida de fluidez de la membrana, junto a la reestructuración del citoesqueleto 
(Örvar et al., 2000), la afluencia de calcio al citoplasma (Knight, 2000) y la activación de la 
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cascada MAPK (Viswanathan y Zhu, 2002), desencadenan la respuesta a las bajas 
temperaturas.  
A continuación se describen algunos mecanismos de adaptación a las bajas temperaturas 
relacionados con el papel de determinados lípidos y con el grado de insaturación de las 
membranas. 
 
1.4.1.1 Importancia del contenido en PG disaturado  
Se ha descrito que algunos lípidos específicos están directamente involucrados en la 
sensibilidad de las plantas a las bajas temperaturas. Así, se ha establecido una relación 
entre los niveles de 16:0 y 16:1Δ3t en PG y la sensibilidad al frío (MacCarthy y Stumpf, 1980; 
Murata et al., 1982). Estos autores describieron que cantidades significativas de PG 
disaturado en el cloroplasto promovían el cambio de la fase de líquido-cristalino a fase de 
gel a bajas temperaturas, lo que causaría sensibilidad al frío. Otro experimento, en el que se 
sobreexpresó en tabaco el gen de la enzima plastidial glicerol-3-fosfato acil transferasa 
(GPAT) de una planta sensible (calabacín, Cucurbita pepo) y otra tolerante (Arabidopsis) al 
frío, indicó que niveles crecientes de PG saturado se relacionaban con una sensibilidad 
mayor a las bajas temperaturas (Murata et al., 1992).  El PG disaturado consiste en una 
molécula de PG que contiene esterificado en la posición sn-1 un ácido graso saturado (16:0 
ó 18:0) y a la posición sn-2 un ácido graso saturado o un ácido graso trans (16:1Δ3t). Sin 
embargo, el mutante fab1, que contiene niveles de PG disaturado tan altos como las plantas 
sensibles a las bajas temperaturas, no se ve afectado por las mismas (Wu et al., 1994; Wu y 
Browse, 1995). Esto indica que, por sí solo, el contenido de PG disaturado no es el único 
factor que detecta la sensibilidad al frío y que la respuesta de la planta a la temperatura es 
un mecanismo complejo y no bien conocido.  
 
1.4.1.2 Papel de la insaturación de los ácidos grasos en la respuesta al frío 
Además del papel de los lípidos específicos, el mecanismo de adaptación más 
común en plantas frente a la disminución de la temperatura consiste en la modificación del 
grado de insaturación de los ácidos grasos que componen las membranas. Esta 
modificación consiste en el incremento de la producción de ácidos grasos poliinsaturados, 
ya que éstos mantienen la fluidez de la membrana debido a su baja temperatura de fusión 
(Nishida y Murata, 1996; Iba, 2002).  
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El análisis de los mutantes de Arabidopsis fad5 y fad6 (deficientes en la actividad de las Δ7 
y ω6 desaturasas plastidiales, respectivamente) reveló que éstos no mostraban alteraciones 
fenotípicas cuando crecían a 22 ºC. En cambio sí las presentaban cuando se cultivaban a 
5 ºC, de forma que mostraban clorosis, contenían cloroplastos más pequeños y presentaban 
una importante reducción de las membranas tilacoidales de hasta un 70% (Hugly y 
Somerville, 1992). Por otro lado, el análisis del mutante fad2 de Arabidopsis (deficiente en la 
actividad ω6 desaturasa reticular) reveló que la exposición prolongada de este mutante al 
frío inhibía su crecimiento hasta que moría (Miquel et al., 1993). Estos datos indican que los 
ácidos grasos poliinsaturados son necesarios para el crecimiento normal de las plantas a 
bajas temperaturas.  
El incremento de la producción de ácidos grasos poliinsaturados se debe, principalmente, al 
aumento de ácido α-linolénico (18:3) (McConn et al., 1994; Heppard et al., 1996; Horiguchi 
et al., 2000; Martz et al., 2006; Li et al., 2007; Kargiotidou et al., 2008). Tras la exposición a 
las bajas temperaturas, en la mayoría de las especies de plantas analizadas se han descrito 
incrementos en los niveles de ácidos grasos trienoicos (18:3 y 16:3). El alcance del 
incremento de los niveles de ácidos grasos trienoicos descritos es muy variable 
dependiendo de la especie o el tejido analizado, la edad de la planta, la temperatura de 
crecimiento o el tiempo de exposición a esa temperatura. El incremento más alto descrito se 
ha encontrado en un tejido no fotosintético, como son las raíces de trigo, que presentaban 
un aumento de los niveles de 18:3 del 22%, tras la exposición de las plantas a 10 ºC 
(Horiguchi et al., 2000). En tejidos fotosintéticos se han descrito aumentos de 18:3 mucho 
menores. En hojas de abedul, (Martz et al., 2006), algodón (Kargiotidou et al., 2008) o 
tabaco (Kodama et al., 1995), se detectaron pequeños incrementos en la producción de 18:3 
(5-6%) tras la disminución de la temperatura a 4, 10 ó 15 ºC, respectivamente. En soja se 
han descrito aumentos del 7% en los niveles de 18:3 en plantas de 12 días expuestas a 8 ºC 
durante una semana adicional (Li et al., 2007). Otros autores han descrito aumentos del 
3-7% en plantas de soja cultivadas a 18 ºC durante 4 semanas, respecto a los 22-28 ºC de 
las plantas control (Heppard et al., 1996). También se ha descrito un incremento del 8% en 
los niveles de 18:3 en plantas de soja de cuatro semanas, tras la disminución de la 
temperatura desde 26/22 ºC (día/noche) a 20/16 ºC durante 72 h (Upchurch y Ramirez, 
2011). 
En Arabidopsis se han descrito incrementos en los niveles de ácidos grasos trienoicos en 
respuesta al frío mayores que en las especies anteriores. Se han descrito incrementos de 
18:3 del 7% (Browse et al., 1986a), 12% (Falcone et al., 2004), 13% (McConn et al., 1994) o 
15% (Shi et al., 2011), tras la exposición a 18, 17, 12 ó 4 ºC, respectivamente. También se 
han descrito incrementos en ambos ácidos grasos trienoicos del 10% (Miquel et al., 1993) o 
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15% (Browse et al., 1986a; Horiguchi et al., 1996), tras la exposición a 6, 15 ó 10 ºC, 
respectivamente. Estos niveles son muy variables dependiendo de la edad de la planta, de 
la temperatura de crecimiento y del tiempo de exposición a las bajas temperaturas. En los 
estudios de respuesta al frío en A. thaliana, los incrementos en los niveles de ácidos grasos 
trienoicos han sido obtenidos, generalmente, tras exposiciones prolongadas a las bajas 
temperaturas, durante dos (McConn et al., 1994), tres (Browse et al., 1986a; Miquel et al., 
1993), cinco (Falcone et al., 2004)  u ocho semanas (Horiguchi et al., 1996). Aunque 
algunos autores detectaron los incrementos de 18:3 a tiempos mucho menores de 
exposición a las bajas temperaturas, como Shi et al. (2011) que encontraron un aumento del 
15% a las 48 h de exposición a 4 ºC. La edad de las plantas a la que se recogen las 
muestras también es muy variable, incluyendo periodos de cultivo de tres (Browse et al., 
1986a), cuatro (McConn et al., 1994; Shi et al., 2011), seis (Falcone et al., 2004; Miquel et 
al., 1993) u ocho semanas (Horiguchi et al, 1996). Además, en la literatura, se ha 
encontrado una gran variabilidad en las condiciones estudiadas de intensidad de luz (120-
200 µE m-2 s-1) y fotoperiodo. La mayoría de los ensayos han sido realizados bajo luz 
continua, aunque algunos autores cultivaban las plantas con un fotoperiodo de 10/14 h 
(luz/oscuridad). Todos estos resultados ilustran que, a pesar del consenso generalizado que 
muestra un aumento de 18:3 en respuesta al frío, la heterogeneidad, tanto de los ensayos 
realizados como de las condiciones de los cultivos, dificultan la obtención de conclusiones 
definitivas. 
 
1.4.2 Mecanismos de regulación de las desaturasas en relación a la temperatura 
A pesar del consenso generalizado que establece que el aumento de 18:3 es un 
componente básico de la adaptación de las plantas a las bajas temperaturas, las bases 
moleculares de dicho mecanismo de adaptación son, a día de hoy, desconocidas. 
 
1.4.2.1 Regulación transcripcional de las desaturasa en relación a la 
temperatura 
La expresión de las ω3 desaturasas ha sido ampliamente estudiada en relación con 
las bajas temperaturas en varias especies, encontrándose de nuevo una gran diversidad de 
resultados. En el caso de la ω3 desaturasa reticular FAD3, se ha observado una regulación 
transcripcional en respuesta al frio en varias especies: colza (Tasseva et al., 2004), abedul 
(Martz et al., 2006) o raíces de trigo (Horiguchi et al., 2000). En estas especies aumenta la 
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transcripción de FAD3 tras la exposición de las plantas a las bajas temperaturas. En el caso 
de Arabidopsis, también aumentaba la expresión de AtFAD3 en raíces tras la exposición al 
frío (Shi et al., 2011). Por el contrario, la expresión de AtFAD3 en hojas no se activaba en 
respuesta a las bajas temperaturas (Shi et al., 2011). Los estudios en la expresión de las 
desaturasas reticulares de soja tras la exposición a las bajas temperaturas se han centrado 
en las enzimas GmFAD2 (Heppard et al., 1996; Li et al., 2007), y apenas se encuentran 
datos sobre GmFAD3 en la literatura, salvo los generados en esta Tesis (Román et al., 
2012). 
En cuanto a la ω3 desaturasa plastidial FAD7, se han detectado cambios en el gen tras la 
exposición a las bajas temperaturas en algunas especies. En Arabidopsis se ha observado 
una activación a las 48 h de exposición a 4 ºC (Shi et al., 2011). Por el contrario, en maíz, se 
ha encontrado una disminución de la expresión del gen ZmFAD7 a temperaturas inferiores a 
15 ºC (Berberich et al., 1998), sugiriendo un mecanismo de regulación transcripcional 
directo. En algunas especies, como el abedul, no se han detectado variaciones en la 
expresión del gen FAD7 tras la exposición a las bajas temperaturas (Martz et al., 2006). 
Aunque no se encuentran muchos datos en la literatura sobre las ω3 desaturasas 
plastidiales de soja y su relación con el frío, Upchurch y Ramirez (2011) tampoco detectaban 
ningún cambio en la expresión de GmFAD7 tras la exposición de las plantas de soja a las 
bajas temperaturas. Cabe señalar que es su estudio, estos autores no diferenciaron el gen 
GmFAD7-1 del gen GmFAD7-2. 
En cuanto a la ω3 desaturasa plastidial FAD8, se ha postulado que el incremento de 18:3 
observado a bajas temperaturas se debe a la inducción de este gen. El locus FAD8 fue 
identificado por el análisis fenotípico de una línea mutante fad7 de Arabidopsis que 
mostraba que los bajos niveles de ácidos grasos trienoicos detectados en este mutante a 
temperatura control (Gibson et al., 1994) aumentaban cuando las plantas eran expuestas a 
bajas temperaturas (McConn et al., 1994). Además de en Arabidopsis (Gibson et al., 1994; 
Shi et al., 2011), las bajas temperaturas inducen la expresión del gen FAD8 en maíz 
(Berberich et al., 1998), arroz (Wang et al., 2006) o abedul (Martz et al., 2006). Al contrario 
de lo que ocurría con el gen GmFAD7, también se ha descrito un incremento en la expresión 
del gen GmFAD8 en soja, a las 48 h de exposición a 20 ºC (Upchurch y Ramirez, 2011). 
Todos estos datos sugieren que el gen FAD8 está sujeto a un mecanismo de regulación 
transcripcional directo. Es importante destacar que, aunque el incremento de ácidos grasos 
trienoicos observado en las líneas mutantes fad7 expuestas a bajas temperaturas sugería 
que la desaturasa FAD8 era inducible en frío (McConn et al., 1994), el mRNA de FAD8 se 
detectó en grandes cantidades a temperatura control (20 ºC) en la mayoría de las especies 
analizadas: A. thaliana (Gibson et al., 1994; Matsuda et al., 2005), arroz (Wang et al., 2006), 
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abedul (Martz et al., 2006), Vigna unguiculata (Torres-Franklin et al., 2009), Descurainia 
sophia (Tang et al., 2007) o soja (Román et al., 2012). Únicamente, la expresión del gen 
ZmFAD8 de maíz no ha sido detectada a temperatura control. La expresión de este gen 
solamente se detectaba cuando las hojas se exponían a temperaturas inferiores a 5 ºC 
(Berberich et al., 1998). 
 
1.4.2.2 Regulación post-transcripcional de las desaturasas en relación a la 
temperatura 
Además de la regulación transcripcional, otros tipos de regulación han sido descritos 
para las ω3 desaturasas en relación a las bajas temperaturas. Se ha descrito que la 
TaFAD3 en raíces de trigo presentaba una regulación traduccional tras la exposición a bajas 
temperaturas (10 ºC), con acumulación de 18:3 pero sin cambios en los niveles de mRNA 
del gen TaFAD3 (Horiguchi et al., 2000). Estos autores observaron que las raíces de trigo 
sujetas a condiciones de bajas temperaturas presentaban polisomas más pesados, lo que 
quiere decir que el frío induce un cambio en la formación de los polisomas, retrasando la 
reacción de elongación de los polipéptidos y aumentando, por lo tanto, la acumulación de la 
enzima.  
Los cambios en la vida media de las proteínas también pueden estar involucrados en el 
control de la actividad de algunas desaturasas en respuesta a la temperatura, tal y como se 
describió en el caso de las desaturasas GmFAD2-2 (Tang et al., 2005) o BnFAD3 (O'Quin et 
al., 2010). En este último trabajo se ha demostrado que las enzimas FAD3 son proteínas de 
vida media corta que aumentan su estabilidad cuando se exponen a bajas temperaturas, 
debido a la regulación por señales de degradación cis en el extremo N-terminal.  
En cuanto a las ω3 desaturasas plastidiales, se ha demostrado que la proteína AtFAD8 en 
Arabidopsis se desestabiliza a temperaturas altas (27 ºC), sin modificaciones en los niveles 
de mRNA, aunque la proteína FAD8 se encuentra presente a temperatura control. Esto 
sugiere que la actividad AtFAD8 está sometida a un control post-traduccional, dónde el 
extremo C-terminal de la proteína FAD8 es determinante en la estabilidad de la misma a 
temperaturas superiores a 22 ºC (Matsuda et al., 2005). Sin embargo, como no se han 
realizado estos mismos experimentos a bajas temperaturas con las distintas construcciones 
de FAD8, se desconoce si hay un mecanismo de inducción de esta enzima similar debido al 
frío. 
Además de los estudios de expresión de las desaturasas en relación a la temperatura, se 
han realizado estudios para la caracterización funcional de las desaturasas reticulares, 
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sobreexpresando sus genes en levaduras. Las células de Saccharomyces cerevisiae han 
sido ampliamente utilizadas como sistema de expresión heteróloga, ya que poseen el 
sistema de transporte de electrones (citocromo b5 y citocromo b5 oxidorreductasa como 
donantes de electrones) requeridos por las desaturasas microsomales (Los y Murata, 1998). 
La acumulación de lípidos (sustrato y producto) es posible debido al bajo nivel de 
β-oxidación en células de levaduras, en presencia de una fuente de carbono apropiada 
(Kunau et al., 1987).  
Este sistema ha sido utilizado para la caracterización funcional de varias desaturasas 
reticulares de plantas, entre las que se encuentran las proteínas FAD2 de girasol (Martínez-
Rivas et al., 2001; Sánchez-García et al., 2004; Rodríguez-Vargas et al., 2007), Arabidopsis 
(Covello y Reed, 1996), soja (Li et al., 2007), Vernicia fordii (Dyer et al., 2002) u olivo 
(Hernández et al., 2005); o las desaturasas FAD3 de colza (Reed et al., 2000; Dyer et al., 
2001), Vernicia fordii (Dyer et al., 2004), lino (Vrinten et al., 2005), Sapium sebiferum (Niu et 
al., 2008) y soja (Anai et al., 2005; Zhang et al., 2009). Además, en algunos casos se ha 
utilizado este sistema de expresión para estudiar la relación de las desaturasas 
microsomales con la temperatura. Así, se encontró en la literatura que la FAD2-1 de girasol 
sobreexpresada en S. cerevisiae aumenta su producción de ácidos grasos dienoicos cuando 
las levaduras son cultivadas a bajas temperaturas (Sánchez-García et al., 2004). También la 
mayoría de las desaturasas FAD3 sobreexpresadas en levaduras aumentaban su 
producción de 18:3 en relación a las bajas temperaturas. En casi todos los trabajos, las 
FAD3 sobreexpresadas presentaban un pico máximo de actividad a temperaturas 
intermedias (20 ºC) de crecimiento de la levadura (VfFAD3, Dyer et al., 2004; BnFAD3, Dyer 
et al., 2001), aunque con porcentajes muy variables, desde valores menores a un 0,8% en 
colza (Dyer et al., 2001) hasta un máximo de un 18% en Vernicia fordii (Dyer et al., 2004).  
Desafortunadamente, la técnica de sobreexpresión en levaduras no puede utilizarse para el 
análisis de las desaturasas plastidiales, ya que éstas requieren la cadena de transporte de 
electrones del cloroplasto (Schmidt y Heinz, 1990b; Shanklin et al., 1994) y la ferredoxina 
reducida como donador de electrones (Schmidt y Heinz, 1990b) para su actividad. Sin 
embargo, la expresión heteróloga en cianobacterias se ha utilizado para la caracterización 
de desaturasas plastidiales, ya que las cianobacterias contienen lípidos y ácidos grasos 
similares a los de las plantas superiores, además de la ferredoxina y la ferredoxina 
reductasa requeridas para la función desaturasa plastidial (Wada et al., 1993; Hitz et al., 
1994). Se ha clonado la desaturasa plastidial de girasol HaFAD7 en Synechocystis 
(Venegas-Calerón et al., 2006) obteniéndose unos niveles muy bajos de 18:3 (0,4%). Estos 
autores concluyeron que la bacteria Synechocystis no aportaba las condiciones óptimas 
para todas las desaturasas plastidiales (disponibilidad y/o tipo de sustrato). En un trabajo 
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anterior (Domergue et al., 2003), se habían expresado ω6 desaturasas en levaduras pero 
observaron una actividad muy baja, por lo que otros autores (Venegas-Calerón et al., 2009) 
coexpresaron en levaduras la enzima HaFAD7 con la ferredoxina fotosintética de girasol 
(HaFd1), observando una acumulación de 18:3 de un 1,8%. Más recientemente y para 
aumentar la actividad de la HaFAD7 (3,6%), estos autores eliminaron el péptido señal de la 
enzima y sustituyeron el extremo N-terminal por la secuencia de retención reticular KKNL 
(Venegas-Calerón et al., 2010). Debido a la complejidad de la expresión de desaturasas 
plastidiales en levaduras y a los bajos niveles de 18:3 obtenidos no se han realizado 
estudios en relación al frío.   
 
Todos estos resultados presentan evidencias de que el aumento en ácidos grasos 
trienoicos produce una mayor tolerancia al frío. Sin embargo, el aumento de ácidos grasos 
trienoicos es menor del esperado y podría limitarse a determinados tejidos o determinadas 
especies vegetales (Iba, 2002), por lo que su incidencia real en la tolerancia a las bajas 
temperaturas es cuestionable. Por el contrario, más clara es la estrecha relación entre la 
disminución de la insaturación de los ácidos grasos de las membranas y la tolerancia de las 
plantas a las altas temperaturas (Iba, 2002). Se ha descrito en la literatura que la tolerancia 
a la temperatura de diversos mutantes se debía a la disminución en la  insaturación en los 
ácidos grasos, como el mutante str7 de soja (Alfonso et al., 2001) o los mutantes fad5 y fad6 
de Arabidopsis (Hugly et al., 1989; Kunst et al., 1989). En otros trabajos se obtuvieron 
resultados similares. Así, el silenciamiento de la ω3 desaturasa plastidial de tabaco producía 
plantas más tolerantes a las altas temperaturas (Murakami et al., 2000). Además, ésto sería 
consistente con la pérdida de la estabilidad de la proteína AtFAD8 tras la exposición a 
temperaturas elevadas (Matsuda et al., 2005) o con la disminución de la producción de 
ácidos grasos trienoicos en el mutante fad7 a altas temperaturas (McConn et al., 1994).  
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1.5 LOCALIZACIÓN Y DISTRIBUCIÓN DE LAS ω3 DESATURASAS EN LA 
MEMBRANA 
Un gran número de enzimas que participan en las rutas de biosíntesis de los ácidos 
grasos son proteínas de membrana. Debido al elevado carácter hidrofóbico de estas 
proteínas, los estudios de localización celular, purificación y caracterización bioquímica de 
las mismas se ve dificultado. También se encuentra dificultado el diseño de anticuerpos 
específicos que permitirían estudiar la distribución de la proteína en los diferentes tejidos de 
la planta o en distintas fracciones subcelulares, así como su abundancia relativa en 
diferentes condiciones de crecimiento, desarrollo o en determinadas condiciones de estrés. 
A pesar de estas dificultades, algunas de las desaturasas han sido localizadas gracias a la 
detección de su actividad en fracciones celulares concretas, a experimentos de inserción en 
la membrana o a la sobreexpresión en sistemas heterólogos, tanto mediante seguimiento de 
epítopos intrínsecos como de genes marcadores (como por ejemplo HA o myc). Otras 
desaturasas han sido localizadas mediante experimentos de proteómica de proteínas de 
membrana. 
La desaturasa FAD3 de Brassica napus ha sido localizada en el retículo endoplásmico por 
ensayos enzimáticos directos sobre membranas purificadas (Stymne y Appelqvist, 1978) y 
mediante localización inmunocitológica (mediante reconocimiento de los marcadores HA y 
myc) tras su sobreexpresión heteróloga en células de tabaco (Dyer y Mullen, 2001) (figura 
1.8 E y F). Hasta donde sabemos, no existen estudios sobre su localización por proteómica. 
Además de la proteína BnFAD3 de colza, sólo AtFAD2 (Dyer y Mullen, 2001) (figura 1.8 
A-D) y AtFAD4 de Arabidopsis han sido localizadas in vivo mediante seguimiento de genes 
marcadores (HA y myc en el caso de FAD2 e YFP en el caso de FAD4). Tras la expresión 
transitoria de la construcción 35S:AtFAD4-YFP en N. benthamiana, se localizó FAD4 en los 
cloroplastos, de una manera uniforme (Gao et al., 2009) (figura 1.8 I-K). 
Dyer y Mullen (2001) también realizaron estudios de coexpresión de las proteínas BnFAD2-
HA y AtFAD3-myc en células de tabaco y observaron que estas proteínas colocalizaban 
(figura 1.8 G y H). 
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Figura 1.8 Localización de las proteínas AtFAD2, BnFAD3 (Dyer y Mullen, 2001) y AtFAD4 (Gao et 
al., 2009) sobreexpresadas transitoriamente en células de tabaco mediante inmunofluorescencia. A y 
B Colocalización de FAD2-myc (A) y calreticulina (B) en el RE. C y D Colocalización de FAD2-HA (C) 
y calreticulina (D) en el RE. E y F Colocalización de FAD3-myc (E) y calreticulina (F) en el RE. G y H 
Colocalización de FAD2-HA (G) y FAD3-myc (H) en el RE. Las puntas de flecha indican las regiones 
donde se observa una colocalización clara. A-H Escala 10 µm. I-K Localización de la proteína de 
fusión AtFAD4-YFP en cloroplastos. I, fluorescencia de la proteína YFP. J, autofluorescencia de los 
cloroplastos. K, superposición de la fluorescencia recogida por los dos canales anteriores. 
 
Las ω3 desaturasas FAD7 y FAD8 presentan la secuencia de un péptido señal en el 
extremo N-terminal de la proteína, lo que indica que se localizan en los plastidios (Gibson et 
al., 1994). El análisis in silico de las secuencias, realizado con los programas de predicción 
de localización WoLF PSORT y ChloroP, predijeron una longitud de los péptidos señal de 
AtFAD7 de 81 aminoácidos, de GmFAD7-1 y -2 de 42 y 27 aa, respectivamente; de AtFAD8 
de 42 aa y de GmFAD8-1 y -2 de 26 aa en ambas isoformas. También se encuentran en la 
literatura datos de proteómica que detectan las ω6 y ω3 desaturasas en la envuelta interna 
cloroplástica (Ferro et al., 2003; Froehlich et al., 2003). Sin embargo, el conocimiento sobre 
la organización y distribución de las desaturasas de plantas en las membranas del 
cloroplasto es muy limitado, ya que no se han realizado ensayos de localización por 
reconocimiento de un marcador con estas proteínas, ni otro tipo de estudios similares. 
I J K
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2. OBJETIVOS   
 
El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido el análisis de los mecanismos 
moleculares de respuesta a la temperatura de las omega-3 desaturasas en soja y 
Arabidopsis thaliana. 
Debido al carácter hidrofóbico de las desaturasas de ácidos grasos, la caracterización por 
métodos bioquímicos de estas enzimas es muy difícil o prácticamente imposible. A día de 
hoy no se dispone de métodos eficientes de purificación que permitan analizar sus 
propiedades enzimáticas u obtener anticuerpos específicos. Esto ha hecho que el análisis 
de la función de las desaturasas se haya limitado en muchos trabajos al estudio de los 
perfiles de expresión de los genes y a su correlación con los niveles de ácidos grasos 
trienoicos. El análisis de mutantes deficientes en la función desaturasa ha sido una 
herramienta poderosa para abordar este problema y aportar información sobre las 
desaturasas (revisado en Wallis y Browse, 2002). Otras de las aproximaciones utilizadas 
han sido los ensayos de expresión funcional, que, desafortunadamente, no pueden 
aplicarse para las desaturasas plastidiales en condiciones óptimas.  
Aunque hay varios estudios que analizan la respuestas de las ω3 desaturasas a las bajas 
temperaturas, muchos de estos estudios que analizan la regulación de las desaturasas 
plastidiales en respuesta a las bajas temperaturas no analizan la regulación de las 
desaturasas reticulares en las mismas condiciones experimentales (Berberich et al., 1998; 
Matsuda et al., 2005). De la misma manera, la regulación de algunas desaturasas 
reticulares y su respuesta al frío han sido estudiadas en tejidos no fotosintéticos como las 
raíces, pero no en hojas (Horiguchi et al., 2000; Dyer et al., 2001; Tang et al., 2005; O'Quin 
et al., 2010). Esto da como resultado una carencia de información en uno de los orgánulos 
de plantas donde se sintetiza el 18:3 (el cloroplasto) y dificulta la obtención de un visión 
integrada acerca de la manera en que las ω3 desaturasas responden a los cambios de 
temperatura, en qué tejidos o a través de qué mecanismos.  
Por otro lado, desde la identificación del locus FAD8 en un mutante de Arabidopsis fad7, 
que era capaz de producir ácidos grasos trienoicos a bajas temperaturas (Gibson et al., 
1994, McConn et al., 1994), se ha asumido que la enzima FAD8 es inducible en frío. Sin 
embargo, no hay datos claros que indiquen si FAD8 contribuye a la biosíntesis de ácidos 
grasos trienoicos a temperatura control, si tiene alguna especificidad de sustrato o si su 
función es redundante con respecto a la desaturasa FAD7. Es decir, aunque se ha 
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estudiado ampliamente la relación de la temperatura con las desaturasas, y especialmente 
con las ω3 desaturasas, algunos aspectos relacionados con la función y actividad 
específica de FAD8 no han sido suficientemente estudiados. 
Otra cuestión relacionada con la función de las ω3 desaturasas de plantas en la que 
nuestro conocimiento es muy limitado es su localización y distribución en las membranas. 
Aunque algunas de ellas han sido localizadas mediante estudios de proteómica, el 
conocimiento sobre la organización y distribución de las ω3 desaturasas en las 
membranas es muy limitado o nulo, ya que se han realizado escasos ensayos de 
localización celular de estas proteínas. Aspectos básicos como el grado de interacción 
entre enzimas de la ruta de desaturación, a día de hoy, son desconocidos. 
Por todo ello, los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral son los siguientes: 
2.1 Análisis de la contribución de los genes de las ω3 desaturasas de ácidos grasos 
a la respuesta al frío en soja. 
2.2 Caracterización funcional de las ω3 desaturasas reticulares de soja.  
2.3 Análisis de la contribución de la ω3 desaturasa FAD8 a la composición de 
ácidos grasos de los glicerolípidos en Arabidopsis thaliana a distintas 
temperaturas. 
2.4 Análisis de la distribución de la proteína AtFAD8 en la membrana cloroplástica.    
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3. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
3.1 ESPECIES VEGETALES UTILIZADAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
3.1.1 Especies vegetales utilizadas 
En este trabajo se han cultivado dos especies de plantas distintas:  
La soja (Glycine max) es una planta 18:3, de la familia de las papilonáceas (Fabaceae). Es 
una planta autógama y alotetraploide estable, originada por la hibridación de dos especies 
que dieron lugar a una planta de apariencia diploide (Singh y Hymowitz, 1988). Por ello, 
muchos de sus genes se encuentran duplicados. Esta planta tiene un alto interés 
agronómico, ya que contiene altos porcentajes de aceite y de proteína en sus semillas. 
Tanto la semilla como sus subproductos (aceite y harina, principalmente) se utilizan en 
alimentación animal y humana en todo el mundo (28% del aceite consumido), siendo uno de 
los cultivos más extendidos del planeta (29%, SoyStats, 2013).  
Arabidopsis thaliana es una planta 16:3, de la familia de las crucíferas (Brassicaceae). Es 
una planta herbácea pequeña, autógama y de ciclo vital corto (5 meses en condiciones 
naturales y 8-10 semanas en condiciones experimentales). Es además diploide, con sólo 5 
cromosomas y posee un genoma relativamente pequeño (135 Mb). Por todas estas 
características es idónea para ser utilizada como modelo para la investigación fitobiológica. 
Las variedades y ecotipos utilizados para la realización de este trabajo se detallan en los 
apartados correspondientes. 
 
3.1.2 Cultivo hidropónico de plantas de soja 
Las semillas de soja (Glycine max cv Volania) germinaron en un lecho inerte y 
poroso compuesto por una mezcla humedecida de perlita:vermiculita 50%, v/v. Para 
sincronizar la germinación de las semillas, se mantuvieron en oscuridad (cubiertas con papel 
de aluminio) durante 3 días en una cámara bioclimática bajo condiciones controladas de 
temperatura y humedad. Al cabo de este tiempo se expusieron las semillas a la luz, 
retirando el papel de aluminio, y se dejaron crecer durante una semana (figura 3.1 A). En 
ese momento, las plántulas se llevaron a cultivo hidropónico con solución nutritiva Hoagland 
(Hoagland y Arnon, 1950) (tabla 3.1) y borboteo de aire, en una cámara bioclimática (Koxka) 
bajo condiciones controladas de temperatura (24 ºC), humedad relativa (65-70%),  
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intensidad de luz (300 µE m-2 s-1) y fotoperiodo (16/8 h,  luz/oscuridad). La figura 3.1 B 
muestra plantas de soja de 4 semanas cultivadas en las condiciones descritas. 
 
 
Figura 3.1 A Cultivo de soja en perlita:vermiculita, plantas de una semana. B Cultivo hidropónico de 
soja, plantas de 4 semanas. Fotografías tomadas por Diana Sancho (A) y Miren del Castillo (B). 
 
      
Macronutrientes   Concentración (mg l-1) 
KNO3  
250 
MgSO4·7H20  
240 
KH2PO4  
130 
NaCl 
 
29 
Ca(NO3)2  
780 
FeNa EDTA   27,5 
Micronutrientes   Concentración (mg l-1) 
MnCl2·4H2O  
0,905 
H3BO3  
1,43 
Na2MoO4·2H2O  
0,015 
CuSO4·5H2O  
0,05 
ZnSO4·7H2O   0,115 
 
Tabla 3.1 Composición de la solución nutritiva Hoagland utilizada para el cultivo hidropónico de 
plantas de soja. 
 
  
A B
Diana Sancho Miren del Castillo
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3.1.3 Cultivo de suspensiones celulares de soja 
La línea celular fotoautótrofa silvestre de soja (Glycine max L. Merr var Corsoy) 
utilizada en este trabajo fue donada por el profesor Jack M. Wilholm del Departamento de 
Agronomía de la Universidad de Illinois (Urbana, USA). Esta línea fue establecida 
anteriormente (Horn et al., 1983) y caracterizada por Rogers et al. (1987). Desde un punto 
de vista fisiológico estas suspensiones celulares se comportan de forma similar a células de 
mesófilo de hojas jóvenes de soja (Rogers et al., 1987). 
Las suspensiones celulares se cultivaron en medio líquido KN0, pH 5,8 (tabla 3.2), descrito 
anteriormente por Rogers et al. (1987). Este medio proviene del medio de Gamborg 
(Gamborg et al., 1968) modificado, conteniendo hormonas como la tiamina o la kinetina que 
favorecen el crecimiento celular indiferenciado y, por tanto, la formación de agregados 
celulares. La ausencia de sacarosa u otra fuente de carbono en el medio de cultivo permiten 
unas condiciones 100% fotosintéticas. Las suspensiones celulares se cultivaron en matraces 
Erlenmeyer (figura 3.2 A), en un incubador con agitación orbital (New Brunswick Scientific, 
Edison) bajo condiciones controladas de temperatura (24 ºC), intensidad de luz 
(70 µE m-2 s-1), agitación (130 rpm) y atmósfera (CO2 5%). Para el mantenimiento de la 
colección celular se le añadió al medio KN0 un 1% de sacarosa (medio KN1) para facilitar el 
crecimiento celular y se cultivaron las células, tanto en medio líquido como sólido (medio 
KN1 con 1,5% de agar, figura 3.2 B), en las condiciones descritas anteriormente.  
 
 
Figura 3.2 Suspensiones celulares de soja en medio KN
0
 líquido (A) y KN
1
 sólido (B). 
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Macronutrientes   Concentración (g l-1) 
NH4NO3  1,65 
KNO3  1,9 
CaCl2·2H2O  0,44 
MgSO4·7H2O  0,37 
KH2PO4  0,17 
Na2EDTA·2H2O  0,0372 
FeSO4·7H2O   0,0278 
Micronutrientes   Concentración (mg l-1) 
MnSO4·4H2O  22,3 
ZnSO4·7H2O  
8,6 
H3BO3  
6,2 
KI  
0,83 
Na2MoO4·2H2O  
0,25 
CuSO4·5H2O  
0,025 
Co(NO3)2   0,03 
Vitaminas y hormonas   Concentración (mg l-1) 
Tiamina  0,1 
Kinetina  0,2 
ANA   1 
 
Tabla 3.2 Composición del medio KN
0 
utilizado para el cultivo de suspensiones celulares de soja 
(Rogers et al., 1987) 
 
3.1.4 Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana  
En este trabajo se han utilizado plantas de A. thaliana silvestres (ecotipo Columbia o 
Col-0), así como de diferentes mutantes deficientes en la insaturación de ácidos grasos. Los 
mutantes utilizados fueron los mutantes de inserción fad8i (SALK_093590) y fad7i 
(SALK_147096C), el doble mutante fad7-1 fad8-1 (NASC Ref. 25359) y el triple mutante 
fad3-2 fad7-2 fad8. Las semillas del triple mutante fueron cedidas por el Dr. J. Browse 
(Washington State University). El resto de las semillas de los mutantes se obtuvo en el 
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). La caracterización genética y fenotípica de 
estos mutantes se detalla en el apartado de resultados.  
Las semillas se esterilizaron con una solución de lejía al 50% (v/v) y unas gotas de 
Tween-20 durante 3 min. Posteriormente, se trataron con una solución de etanol 70% 
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durante 1 min y a continuación se lavaron varias veces con agua estéril. Después de la 
esterilización, las semillas se sembraron en placa de Petri con medio de cultivo sólido y se 
sellaron con cinta porosa (Leukopor®). La composición del medio se detalla en la tabla 3.3.  
  
Nutriente   Concentración (g l-1) 
MS (Sigma) 
 
4 
MES 
 
9,76 
Sacarosa 
 
10 
Plant Agar   9 
 
Tabla 3.3 Composición del medio sólido utilizado para el cultivo en placa de A. thaliana. MS, medio 
Murashige-Skoog (Murashige y Skoog, 1962). 
 
La estratificación de las semillas se llevó a cabo almacenando las placas a 4 ºC, durante 3-5 
días en oscuridad. Transcurrido este tiempo se cultivaron las plantas en cámara bioclimática 
(Fitoclima 10000 EHHF, Aralab o MLR-351H, Sanyo) bajo condiciones controladas de 
temperatura (22/18 ºC, día/noche), humedad relativa (70%), intensidad de luz (100-140 µE 
m-2 s-1) y con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad, día largo) o 13/11 h (día corto) durante 
14 días (figura 3.3 A). Posteriormente las plantas fueron transferidas a maceta (figura 3.3 B) 
con una mezcla compuesta por turba (Kekkila):vermiculita 3:1 (v/v) con o sin fertilizante 
(Ficote, Scotts), 2 g/l, hasta el momento de su cosecha (figura 3.3 C).  
 
 
Figura 3.3 A Cultivo de A. thaliana en medio MS en placa, plantas de 14 días. B Cultivo de A. thaliana 
en maceta, planta de 3 semanas. C Detalle de una roseta de A. thaliana cultivada en maceta, planta 
de 5 semanas.  
 
A B C
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En algunos casos, se eliminó el paso de cultivo en placa. Para ello se sembraron las 
semillas directamente en tierra y se cultivaron las plantas en las mismas condiciones 
descritas anteriormente. 
Las plantas cultivadas en tierra sin fertilizante se regaron, según necesidades del cultivo, 
con solución nutritiva Hoagland modificada, cuya composición se detalla en la tabla 3.4. 
 
Macronutrientes   Concentración (g l-1) 
KNO3 
 
0,5 
MgSO4·7H2O 
 
0,5 
KH2PO4  pH 5,5 
 
0,3 
Ca(NO3)2·4H2O 
 
0,5 
FeNaEDTA    0,02 
Micronutrientes   Concentración (mg l-1) 
H3BO3 
 
4,2 
MnCl2·4H2O 
 
2,8 
CuSO4·5H2O 
 
0,12 
ZnSO4·7H2O 
 
0,3 
NaMo4·2H2O 
 
0,05 
NaCI 
 
0,6 
CoCl2·6H2O   0,0024 
 
Tabla 3.4 Composición de la solución nutritiva Hoagland utilizada para el riego de plantas de 
A. thaliana. 
 
3.1.5 Cultivo de plantas de Nicotiana benthamiana 
Para los experimentos de expresión transitoria se cultivaron plantas de 
N. benthamiana. Las semillas fueron cedidas por David Velázquez (procedentes del 
laboratorio de Ian Graham, CNAP, Reino Unido). Se sembraron las semillas sin esterilizar ni 
estratificar, directamente en maceta con una mezcla compuesta por turba:vermiculita 3:1 
(v/v) con  fertilizante, 2 g/l. Se cultivaron las plantas en cámara bioclimática (Koxka) bajo 
condiciones controladas de temperatura (22 ºC), humedad relativa (70%), intensidad de luz 
(140 µE m-2 s-1) y fotoperiodo (16/8 h, luz/oscuridad), durante 4-6 semanas (figura 3.4) hasta 
el momento de su transformación. 
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Figura 3.4 Plantas de N. benthamiana de 5 semanas, antes de ser transformadas.  
 
3.1.6 Propagación de semillas  
La propagación consiste en permitir el desarrollo completo de la planta, incluyendo la 
floración y el posterior desarrollo de las vainas para la obtención de las semillas maduras. 
Para la propagación de semillas de A. thaliana se cultivaron las plantas en maceta hasta su 
desarrollo completo. Cuando las vainas comenzaron a secarse se introdujo la parte aérea de 
la planta en bolsas de papel parafinado transpirables hasta que las vainas se abrieron 
liberando las semillas maduras a la bolsa. Las plantas fueron cultivadas en un invernadero 
(Inkoa Sistemas) en condiciones de luz natural, 20% de humedad relativa y 24/18 ºC 
(luz/oscuridad). 
Este procedimiento fue utilizado con todas las líneas vegetales con la única excepción del 
triple mutante. El mutante fad3-2 fad7-2 fad8 es estéril puesto que carece de los precursores 
de metiljasmonato (MeJA), hormona implicada, entre otras funciones, en la maduración de 
las semillas. Por ello, para la propagación de semillas del triple mutante, se procedió al 
tratamiento de las plantas con una solución de MeJA (Sigma-Aldrich) 0,01% (v/v) y Tween-
20 (BioRad) 0,1% (v/v) como se describió anteriormente (McConn y Browse, 1996). Para 
ello se roció la planta en su totalidad con esta solución desde la aparición de los primeros 
capullos y cada dos días hasta la madurez de las vainas. 
Para la propagación de semillas de soja y tabaco se siguió el mismo procedimiento que para 
la propagación de A. thaliana, pero se recogieron directamente los frutos maduros.  
 
  
 56 
3.2 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES: CULTIVO DE MATERIAL VEGETAL A 
DISTINTAS TEMPERATURAS     
3.2.1 Cultivo de plantas de soja a bajas temperaturas 
Para el estudio de la respuesta de las plantas a las bajas temperaturas, las plantas 
de soja se cultivaron en medio hidropónico tal como se indica en el apartado 3.1.1 durante 
19 días (hojas maduras). Antes del tratamiento se recogió una muestra de hojas trifoliares 
como control. A partir de ese momento las plantas se mantuvieron a 5 ºC durante 3 días en 
las mismas condiciones controladas de luz y humedad descritas en el apartado 3.1.1. 
Durante el periodo de incubación en frío se recogieron hojas trifoliares a las 24, 48 y 72 h. 
Después de 72 h a 5 ºC, las plantas se mantuvieron de nuevo a 24 ºC durante otros 3 días, 
al cabo de los cuales se recogieron muestras. A este punto se le llamó “recuperación”. Las 
muestras recogidas se congelaron inmediatamente en N2 (líquido) y se almacenaron a 
-80 ºC hasta su uso.  
 
3.2.2 Cultivo de suspensiones celulares de soja a bajas temperaturas 
Para el estudio de respuesta de los cultivos de células de soja a las bajas 
temperaturas, se cultivaron las suspensiones celulares en medio líquido, como se indica en 
el apartado 3.1.2, durante 19 días. En ese momento los cultivos se encuentran al comienzo 
de la fase estacionaria. Se recogió, entonces, una muestra del cultivo celular como control. 
A partir de ese momento, los cultivos se mantuvieron a 5 ºC durante 3 días. Durante el 
periodo de incubación en frío se recogieron muestras de las suspensiones celulares cada 
24 h, por filtración a través de papel Miracloth (Hoechst, Calbiochem) para eliminar el medio 
de cultivo. Después de 72 h a 5 ºC se mantuvieron los cultivos de nuevo a 22 ºC durante 
otros 3 días, al cabo de los cuales se recogieron muestras (recuperación). Las muestras se 
pesaron, se congelaron inmediatamente en N2 (l) y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. 
 
3.2.3 Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana a altas y bajas temperaturas 
Para el estudio de la regulación de los genes de las desaturasas en respuesta a la 
temperatura y el análisis lipídico, las plantas de A. thaliana se cultivaron dos semanas en 
placa y otras dos en maceta, en condiciones de día corto tal como se indica en el apartado 
3.1.4, para favorecer el crecimiento de la roseta y retrasar la floración de la planta. A partir 
de ese momento las plantas se mantuvieron a 6-8 ºC (bajas temperaturas), 30 ºC (altas 
temperaturas) o 22 ºC (control) durante una semana más en condiciones controladas de luz, 
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humedad y fotoperiodo. Al cabo de este tiempo se recogieron muestras; cada una de las 
cuales provenía de un conjunto de 3 plantas. Éstas se pesaron, se congelaron 
inmediatamente en N2 (l) y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso.  
 
3.2.4 Cámaras de cultivo utilizadas  
Los experimentos de soja a bajas temperaturas se llevaron a cabo en la cámara 
bioclimática MLR-351 (Sanyo) y los de A. thaliana en las cámaras MLR-351 (Sanyo) o 
Fitoclima 10000 EHHF (Aralab). Los experimentos a altas temperaturas se llevaron a cabo 
en un incubador (New Brunswick Scientific, Edison). En cada experimento se cultivó un 
control en la misma cámara en la que se realizó el tratamiento de temperatura. 
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3.3 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR  
3.3.1 Extracción de DNA genómico 
Para la extracción de DNA genómico (gDNA) se emplearon varios protocolos según 
el objetivo que se pretendía conseguir. Para la extracción destinada al genotipado de las 
plantas se utilizó un protocolo descrito anteriormente (Edwards et al., 1991). La muestra de 
material vegetal fresco (< 0,5 g) se molió en un tubo de 1,5 ml con un microhomogeneizador 
de plástico durante 15 s y se añadieron 400 µl de tampón de Edwards (Tris-HCI pH 7,5 200 
mM, NaCl 250 mM, EDTA pH 8,0 25 mM y SDS 0,5% p/v). Después de agitar y centrifugar a 
12000g, 1 min, se recogieron 300 µl del sobrenadante y se añadieron otros 300 µl de 
isopropanol. Se incubó la muestra a temperatura ambiente durante 2 min, se centrifugó a 
12000g durante 5 min y el precipitado se dejó secar al aire completamente. Posteriormente 
se resuspendió este precipitado en 25 µl de tampón TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). 
Para la extracción destinada a la secuenciación de los genes amplificados por PCR 
convencional se utilizaron varios kits comerciales tales como el innuPREP Plant DNA Kit 
(analytikjena, Biometra) o el kit Illustra Nucleon Phytopure Genomic DNA Extraction Kit (GE 
Healthcare), según las instrucciones de los fabricantes. 
 
3.3.2 Extracción de RNA 
Para la extracción de RNA total se emplearon varios protocolos según la muestra 
analizada. El RNA de los tejidos de soja o de las suspensiones celulares se extrajo a partir 
de 0,1-0,5 g de material biológico, utilizando el método de extracción de tiocianato de 
guanidinio-fenol-cloroformo con TRIzol (Invitrogen, Life TechnologiesTM). En primer lugar, se 
homogeneizó el material biológico con N2 (l) en mortero. A continuación, se lisó el polvo 
obtenido en un homogeneizador manual con émbolo de teflón y en presencia de TRIzol 
(1 ml/0,1 g de material de partida). Tras una incubación de 5 min a temperatura ambiente, se 
añadió cloroformo (0,2 ml/ml de TRIzol) y se agitaron las muestras vigorosamente. Tras una 
segunda incubación de 3 min se centrifugó a 12000g durante 15 min a 4 ºC. Tras la 
centrifugación se recogió la fase superior acuosa, que contiene el RNA, se le añadió 
isopropanol (0,5 ml/ml de TRIzol inicial) y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. 
El precipitado, que contiene el RNA, se lavó con etanol 75% (v/v) en agua con DEPC 0,1% 
(v/v) y se centrifugó a 7500g durante 5 min. Finalmente el RNA se resuspendió en 40-100 µl 
de agua con DEPC. 
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Después de la extracción de RNA total, éste se purificó con el kit comercial RNeasy® Plant 
Mini Kit (Qiagen) y se realizó un tratamiento con DNasa I recombinante RNase-free (Roche), 
0,25 U/µg de RNA, para la eliminación de los restos de DNA. Para ello se incubaron las 
muestras a 37 ºC durante 20 min. La DNasa I se inactivó mediante la adición de EDTA 
8 mM y posterior incubación de la muestra a 75 ºC durante 10 min. 
La extracción de RNA total de muestras de A. thaliana se realizó a partir de 100 mg de 
material vegetal utilizando el kit comercial RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) según las 
instrucciones del fabricante. Este kit incluye un tratamiento con DNasa en columna (RNase-
Free DNase Set, Qiagen). 
  
3.3.3 Determinación de la concentración y pureza de ácidos nucleicos 
Se determinó la concentración y pureza de los ácidos nucleicos mediante medida de 
la absorbancia (A) en un microespectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific). Se tuvieron 
en cuenta la absorbancia medida a 260 nm para la determinación de la concentración y los 
coeficientes A260/A280 (1,8-2) y A260/A230 (2-2,2) para la determinación de la pureza. Se 
considera que la absorbancia medida a 260 nm de 1 unidad equivale a una concentración 
de 50 µg/ml de DNA y de 40 µg/ml de RNA.  Además, la pureza e integridad del RNA se 
determinó mediante electroforesis de agarosa, como se describe en el apartado 3.3.6 pero 
desnaturalizando la muestra de RNA (1 µg) a 65 ºC durante 5 min en tampón de carga 
(EDTA 5 mM, formamida 95% v/v, azul de bromofenol 0,1% p/v y xilencianol 0,1% p/v). 
 
3.3.4 Síntesis de cDNA   
Para la síntesis de DNA complementario (cDNA) o retrotranscripción se utilizó la 
enzima retrotranscriptasa M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), siguiendo las 
instrucciones del fabricante con alguna modificación. Para ello se tomaron de 2-5 µg de RNA 
total purificado y tratado con DNasa, a los que se añadió Oligo dT (50 µM, Invitrogen, Life 
TechnologiesTM) 0,5 µg/µg de RNA. La mezcla se resuspendió en un volumen total de 15 µl 
de agua con DEPC 0,1% (v/v). Se incubaron las muestras a 70 ºC durante 5 min y se 
mantuvieron posteriormente en hielo otros 5 min. A la mezcla se le añadió tampón de 
retrotranscripción (Promega), una mezcla de dNTPs 0,5 mM (Biotools), la enzima RNasa 
OUT (Invitrogen, Life TechnologiesTM) 25 U y 200 U de M-MLV Reverse Transcriptase 
(Promega) en un volumen total de 25 µl. Esta mezcla se incubó a 42 ºC durante 1 h. 
Posteriormente se realizó un tratamiento con RNasa H (Invitrogen, Life TechnologiesTM) 2 U 
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a 37 ºC durante 20 min para eliminar el RNA. Las muestras de cDNA así obtenidas se 
almacenaron a -20 ºC hasta su utilización. 
 
3.3.5 Técnicas de PCR  
3.3.5.1 Amplificación del cDNA mediante PCR semicuantitativa 
La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) semicuantitativa se utilizó 
para estudiar la expresión relativa de los genes de las ω3 desaturasas de soja y A. thaliana 
frente a distintos tratamientos de temperatura. Esta técnica supone una alternativa al 
análisis por Northern Blot o a la PCR cuantitativa (qPCR), particularmente en el caso de la 
soja donde, además de la alta homología entre genes (> 70%), se añade la existencia de 
varias isoformas para cada uno de los genes. Por ello, es muy difícil el diseño de sondas o 
cebadores específicos con los requerimientos de tamaño y eficiencia de la PCR cuantitativa. 
Los códigos de los genes de las ω3 desaturasas de soja (de la plataforma Phytozome) y los 
códigos de los genes de A. thaliana (de la base de datos TAIR) utilizados en este trabajo se 
detallan en la tabla 3.5.   
 
Glycine max   Arabidopsis thaliana 
Gen Código   Gen Código 
GmFAD3A Glyma14g37350 
 
AtFAD3 At2g29980 
GmFAD3A-T Sin anotar 
 
AtFAD3-T NM_179808 
GmFAD3B Glyma02g39230 
   GmFAD3C Glyma18g06950 
   GmFAD7-1 Glyma18g43210 
 
AtFAD7 At3g11170 
GmFAD7-2 Glyma07g18350 
   GmFAD8-1 Glyma01g29630 
 
AtFAD8 At5g05580 
GmFAD8-2 Glyma03g07570       
 
Tabla 3.5 Códigos de los genes de las ω3 desaturasas de soja de la plataforma Phytozome y códigos 
de los genes de A. thaliana de las base de datos TAIR. 
 
Para el diseño de cebadores se utilizó el programa Input 3 (v.0.4.0) y se comprobaron sus 
propiedades mediante el programa Oligonucleotide Properties Calculator. Los cebadores 
específicos utilizados para amplificar los genes cuya expresión se analizó en A. thaliana se 
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describen en la tabla 3.6 y los de soja en la tabla 3.7. Las secuencias de los cebadores de 
los genes AtKIN1 fueron descritas previamente por (Knight et al., 1996). Los cebadores 
utilizados para aplicaciones concretas (clonación de secuencias, tecnología Gateway®, etc.) 
se detallan en los apartados correspondientes. 
 
Tabla 3.6. Cebadores utilizados para la amplificación de los genes de A. thaliana por PCR 
semicuantitativa. Se indica además el programa de PCR utilizado para cada gen completo o 
fragmento del mismo: temperatura de fusión (Tm), temperatura de hibridación (Th), tiempo de 
extensión y número de ciclos, además del tamaño del transcrito generado. *Tm calculada con el 
programa OligoCalculator. **La primera temperatura indica la Th general utilizada en la PCR y la 
segunda la Th utilizada con la polimerasa de Finnzymes. ***Tamaño de la forma truncada de AtFAD3, 
amplificada con distintas parejas de cebadores. 
 
AtFAD3 5'-TAGCGATGTTATGGATTAATGG-3' 49
(truncada) 5'-CCTAATAGAGCTAAACAAATGGAGA-3' 53
AtFAD3 5'-CATAATGTTCGTCAGTCTTATCGC-3' 54
(fragmento) 5'-CCTAATAGAGCTAAACAAATGGAGA-3' 53
AtFAD3 5'-TTTCACTGAGCGCATAACAT-3' 48
(completo) 5'-CGGGATCCAAAGTGGGCTGGTTTATTCCT-3' 63
AtFAD7 5'-GGGGAGAGAGCTCAAGTTCT-3' 54
(fragmento) 5'-GAA(A)CCCATCTCGTGAATTCAG-3' 53
AtFAD7 5'-CAAGTTCTAATGGCGAACTTGGTCTTA-3' 57
(completo) 5'-CAAGCCTGCTTCATTTCAATCTGCTCT-3' 58
AtFAD8 5'-GCCTCTAACCCTAAACCCA-3' 51
(fragmento) 5'-TGTAGATGCTTTCAGGCAAA-3' 48
AtFAD8 5'-CTTGGGAAGAGGCTCCAAT-3' 51
(completo) 5'-GTAACTTGTCTGCCTGGTTCAC-3' 55
ACTINA 5'-ACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGAT-3' 59
(fragmento) 5'-ACCACCGATCCAGACACTGTACTTCC-3' 61
AtKIN1 5'-ATGTCAGAGACCAACAAGAA-3' 48
5'-GAATATAAGTTTGGCTCGTC-3' 48
AtCOR15a 5'-GGCCACAAAGAAAGCTTCAG-3' 52
5'-AATGTGACGGTGACTGTGGA-3' 52
Gen referencia
Genes sensores de frío
Gen Secuencia del cebador
Tm* 
(ºC)
50/61
53/64
90 40 1284
Th** 
(ºC)
nº ciclos 
t extensión 
(s)
tamaño del 
transcrito (pb)
4090 400***
3545 524/602***
55/61
53/61
45 40 195
Genes ω3 desaturasas
56/68 90 40 1362
90 35 574
59/63 90 35 1359
57/61
60 35 401
59 30 27 500
53 45 35 343
60
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Tabla 3.7 Cebadores utilizados para la amplificación de los genes de soja por PCR semicuantitativa. 
Se indica además el programa de PCR utilizado para cada gen: temperatura de fusión (Tm), 
temperatura de hibridación (Th),  tiempo de extensión y número de ciclos, además del tamaño del 
transcrito generado. *Con estos cebadores se amplifican las 3 isoformas de FAD3, la forma truncada 
se diferenciaba por su menor tamaño, y la A de la B por digestión con la enzima de restricción Van91 
(PflMI) que genera dos fragmentos de 164 y 755 pb en el gen GmFAD3A y tres fragmentos de 161, 
164 y 594 pb en el gen GmFAD3B (Román et al., 2012). 
 
Para la reacción de amplificación se utilizaron distintas enzimas según el objetivo final de la 
PCR, siguiendo siempre las instrucciones del fabricante. Para la amplificación rutinaria se 
utilizó la BIOTAQ™ Red DNA Polimerasa (Bioline) y para una amplificación más fiable 
(clonación en vector con extremos romos, secuenciación…) se utilizaron la Phusion® High 
Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Thermo Scientific) o la Pfu DNA Polymerase 
(Biotools). Para una amplificación fiable pero con el objetivo de clonar en el vector pGEM®-T 
Easy (Promega), que necesita extremos cohesivos (necesita la introducción de una base de 
adenina en el extremo 3’ del fragmento amplificado) se utilizó la enzima Platinum® Taq 
Polymerase High Fidelity (Invitrogen). En la tabla 3.8 se detallan los componentes y 
concentraciones de la mezcla de reacción.  
GmFAD3 5'-GCAATGGTTAAAGACACAAAGCCT-3' 55
(A,B y A-T)* 5'-ACTCAGTCTCGGTGCGAGTG-3' 56
GmFAD3C 5'-GAGGATCCAAATGGTTCAAGCACAG-3' 57
5'-GAACTCGAGTTTAGTTGGACTGGGTCC-3'  59
GmFAD7-1 5'-GGATATTATCAGAATGTGGCTTGAAGC-3' 55
5'-CCTACTAAAAAGGTACACAGGAAA-3' 51
GmFAD7-2 5'-GGA/GTATTATCAGAATGTA/GGCTTGA-3' 53
5'-CCCCAAAGGTACACGGGATATGC-3' 58
GmFAD8-1 5'-AAGTTGTGTTCCTGTTGTGAATATCT-3' 53
5'-TCCTCAACAACCCCATTAGC-3' 53
GmFAD8-2 5'-TATACCAGTTGTCAATTTGTCATATC-3' 50
5'-CTCACCAACCCCATTATTAGC-3' 51
Gen referencia
ACTINA 5'-ATTGTAGGTCGTCCTCGTC-3' 51
5'-TTGCATAAAGTGAAAGAACAG-3' 47
Gen sensor frío
GmSCOF-1 5'-CCGCTACAGCCACAGCCACA-3' 59
5'-CCTTCCGAGGCGACGGTGAC-3' 60
767
56 60 40 765
59 120 30 1154
tamaño del 
transcrito (pb)
59 90 35
Gen Secuencia del cebador
Tm 
(ºC)
Th 
(ºC)
t extensión 
(s)
nº ciclos 
Genes ω3 desaturasas
1142 (A), 1148 
(B), 998 (T)
59 45 30 344
46 45 30 334
60 90 35 512
60 90 35 507
52 60 40
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Reactivo 
Cantidad o 
concentración final 
cDNA* ≈80 ng 
tampón  1x 
MgCl2/MgSO4 2-5 mM 
dNTP mix 0,2-0,5 mM 
cebador 5' 0,5 µM 
cebador 3' 0,5 µM 
polimerasa 0,5 U 
H2O hasta 20 µl 
 
Tabla 3.8 Mezcla de reacción de PCR semicuantitativa. *Además de cDNA se utilizaron como molde 
gDNA (apartado 3.3.5.2) o colonias individuales transformadas de E. coli (apartado 3.3.5.3). 
 
En general, las condiciones de PCR consistieron en un primer paso de desnaturalización y 
activación de la polimerasa a 94 ºC durante 3 min, seguida de un número de ciclos, entre 25 
y 40, dependiendo del gen, compuestos por una primera etapa de desnaturalización a 94 ºC 
durante 30-60 s, otra de hibridación de los cebadores durante 30 s y otra de extensión a 
72 ºC durante 30 s/kb. Todos los programas finalizaron con una etapa de extensión a 72 ºC 
durante 10 min. La temperatura de hibridación (Th) es específica de cada pareja de 
cebadores y depende de su temperatura de fusión (Tm) y el tiempo de extensión depende 
de la longitud del fragmento que se quiere amplificar. En el caso de la polimerasa de 
Finnzymes la temperatura de desnaturalización era de 98 ºC, el tiempo de extensión de 15 
s/kb y para calcular la Th se utilizó el programa ofrecido por la casa comercial 
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/, ya que esta polimerasa necesita unas 
consideraciones especiales de Th. Los programas de PCR utilizados para cada gen: 
temperatura de hibridación, tiempo de extensión y número de ciclos, además del tamaño de 
cada transcrito generado, se especifican en las tablas 3.6 y 3.7. La amplificación in vitro del 
cDNA se realizó mediante PCR en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems). 
 
3.3.5.2 Amplificación de DNA genómico mediante PCR y caracterización 
genética de los mutantes  
Para comprobar el número y localización de inserciones de T-DNA de las líneas de 
inserción obtenidas del NASC, se llevó a cabo una PCR a partir de DNA genómico (apartado 
3.3.1), utilizando los cebadores Lba1 (5'-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3', obtenido de 
 64 
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.html) o RB (5’-GTCATAACGTGACTCCCTTAATTCTCC-3’) 
en combinación con los cebadores 5’ y 3’ que amplifican los genes AtFAD7 y AtFAD8 
descritos en la tabla 3.6 en las mismas condiciones descritas para estos cebadores  Para 
verificar la homozigosis de los mutantes también se llevó a cabo una PCR a partir de gDNA 
del gen AtFAD7 o AtFAD8 completo, con los cebadores que amplifican estos genes (tabla 
3.6). En este caso el tamaño amplificado era de 2.168 pb para el gen AtFAD7 y de 2.212 pb 
para el gen AtFAD8. 
 
Para verificar las mutaciones puntuales de los mutantes de EMS se llevaron a cabo 
reacciones de PCR, a partir de gDNA, así como de cDNA, con los cebadores 5’ y 3’ que 
amplifican los genes AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8 descritos en la tabla 3.6. Los productos así 
obtenidos fueron posteriormente secuenciados. 
  
3.3.5.3 PCR  en colonia 
Para verificar si las colonias de Escherichia coli transformadas (como se describe en 
el apartado 3.3.8.3) contenían el vector ligado al fragmento de DNA deseado, se utilizaron 
como molde de la PCR colonias transformadas. Para ello se picaron colonias individuales 
con un palillo estéril que se introdujo directamente en la mezcla de reacción. Se utilizaron los 
mismos cebadores, condiciones y programas de PCR descritos en el apartado 3.3.5.1 
específicos de cada gen. La única diferencia era el primer paso de desnaturalización del 
programa de PCR, que consistía en 30 min de desnaturalización a 94 ºC para asegurar la 
lisis térmica de las bacterias.  
 
3.3.6 Electroforesis de agarosa y cuantificación relativa 
Los productos amplificados por PCR fueron analizados mediante electroforesis 
horizontal de agarosa. Dependiendo del tamaño del transcrito que se estuviera analizando la 
concentración de agarosa era de 0,8% (fragmentos de > 2 kb) a 2% (fragmentos de 
< 200 pb), aunque rutinariamente se prepararon geles de agarosa 1% en tampón TBE (Tris-
HCl 90 mM, pH 8,0, H3BO3 90 mM y EDTA 2 mM). Para la visualización de los ácidos 
nucleicos se utilizó, inicialmente, bromuro de etidio 5 µg/µl como agente intercalante, pero 
dada su toxicidad posteriormente se decidió la utilización de otros agentes menos nocivos 
como el SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies) o el GelRedTM Nucleic Acid Gel 
Stain (Biotium) según las instrucciones de los fabricantes. Antes de cargar las muestras en 
los pocillos del gel se les añadió tampón de carga (Orange G 0,25% p/v, Sigma-Aldrich y 
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glicerol 30% p/v), excepto a las muestras amplificadas con la polimerasa de Bioline, que 
contiene el colorante incorporado en la mezcla de reacción. Se cargaron de 1-20 µl de 
producto de PCR por pocillo según el objetivo de la electroforesis (visualización e 
identificación del producto de PCR, purificación del mismo, etc.). La electroforesis se 
desarrollo en una cubeta (BioRad) con tampón TBE, a 100 V (voltaje constante) durante 
30 min. Las imágenes de los geles se obtuvieron con un equipo de captura de imagen Gel 
Doc (BioRad) utilizando el programa de análisis de imagen Quantity One (BioRad). La masa 
molecular de los fragmentos amplificados fue estimada por comparación con los marcadores 
de masa molecular comerciales 1 kb Plus DNA Ladder (Life Technologies) o GeneRuler 
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).  
La cuantificación relativa de la intensidad de las bandas separadas en la electroforesis se 
realizó utilizando el programa Quantity One anteriormente citado. Posteriormente se realizó 
una normalización de los datos respecto a un gen de referencia (actina) y un tratamiento 
estadístico (apartado 3.8). 
 
3.3.7 Extracción de productos de PCR de geles de electroforesis 
La extracción y purificación de los productos de PCR de geles de agarosa se realizó 
con el kit GeneJETTM Gel Extraction (Fermentas, Thermo Scientific) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Este kit también se utilizó para la purificación directa de 
productos de PCR. 
 
3.3.8 Clonación de productos amplificados por PCR en Escherichia coli  
Esta técnica fue utilizada a lo largo de este trabajo con distintos objetivos, 
utilizándose distintos vectores y distintas células competentes. En este apartado se explican 
el protocolo de ligación general con el vector pGEM®-T Easy (Promega), la preparación de 
células quimiocompetentes de las diferentes cepas de E. coli y su posterior transformación y 
cultivo. Otras consideraciones especiales se explican en los apartados 3.3.12 (Generación 
de construcciones para la expresión funcional en levaduras) y 3.3.11 (Tecnología 
Gateway®: generación de los vectores de entrada y destino), en esta misma sección. 
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3.3.8.1 Ligación de productos de PCR   
Como se ha indicado en el apartado 3.3.5, la enzima Platinum® Taq Polymerase 
High Fidelity (Invitrogen) introduce una base de adenina en el extremo 3’ del fragmento 
amplificado por PCR. Este hecho es aprovechado por el sistema de clonación del vector 
pGEM®-T Easy, que tiene adherida una base de timina en el extremo 5’, lo que permite la 
clonación de los extremos cohesivos mediante la utilización de la enzima T4 ligasa 
(Promega). Para la realización del protocolo se siguió el manual de instrucciones del 
fabricante. La enzima T4 ligasa también se utilizó para la ligación por extremos cohesivos de 
vectores e insertos cortados con enzimas de restricción (apartado 3.3.12). 
 
3.3.8.2 Preparación de células quimiocompetentes de Escherichia coli. 
Método del cloruro de rubidio  
En este trabajo se han utilizado distintas cepas de E. coli dependiendo del objetivo 
final de la transformación. Para la clonación de productos amplificados por PCR se utilizaron 
las cepas DH5α o JM109 (Promega). Para clonar el vector pENTRTM se usaron las células 
One Shot® TOP10 (Invitrogen). Para la clonación de los vectores Gateway®, se utilizó de 
nuevo la cepa DH5α, en el caso de los vectores con inserto, y la cepa DB3.1, en el caso de 
los vectores vacíos (apartado 3.3.11.2). Las células JM109 y  One Shot® TOP10 
comerciales eran competentes, mientras que el resto de cepas se prepararon en el 
laboratorio mediante el método descrito anteriormente (Gietz y Woods, 1994). El proceso de 
preparación de células competentes se llevó a cabo en condiciones estériles. Todos los 
cultivos se realizaron en medio LB, pH 7,2 (de sus siglas en inglés Lysogeny Broth, Bertani, 
1951), modificado por Miller (1972),  cuya composición se detalla en la tabla 3.9.  
 
Componente   Concentración (g l-1) 
Triptona 
 
10 
NaCl 
 
10 
Extracto de levadura 
 
5 
Agar bacteriológico*   15 
 
Tabla 3.9 Composición del medio LB modificado (Bertani, 1951; Miller, 1972) líquido y sólido          
(*al medio sólido se le añade agar bacteriológico antes de autoclavar). 
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En primer lugar, se sembraron las células en medio LB sólido y se cultivaron a 37 ºC toda la 
noche. Al día siguiente se sembraron colonias individuales en medio LB líquido (precultivo) y 
se cultivaron a 37 ºC con agitación constante (200 rpm) durante toda la noche. Al día 
siguiente se añadieron 500 µl del precultivo en dos matraces Erlenmeyer que contenían 
50 ml de LB líquido y se cultivaron a 37 ºC hasta que la absorbancia medida a 600 nm 
alcanzó 0,5-0,6. A partir de este momento se realizaron todos los pasos a 4 ºC. Las 
bacterias de E. coli fueron centrifugadas a 2200g durante 5 min. Se resuspendió el 
precipitado con 15 ml de tampón de transformación 1 (acetato de potasio 30 mM, 
MnCl2·4H20 50 mM, RbCl2 100 mM, CaCl2·2H20 10 mM y glicerol 15% p/v, pH 5,8) agitando 
muy suavemente. Se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. Esta vez se 
resuspendió el precipitado con 2 ml de tampón de transformación 2 (MOPS 10 mM, 
CaCl2·2H20 75 mM, RbCl2 10 mM y glicerol 15% p/v, pH 7,0) agitando de nuevo 
suavemente. Posteriormente, se hicieron alícuotas de 100 µl que se congelaron en N2 (l) 
inmediatamente y se conservaron a -80 ºC. 
 
3.3.8.3 Transformación de células quimiocompetentes de Escherichia coli  
Las células quimiocompetentes se transformaron mediante choque térmico con la 
mezcla de reacción correspondiente. Para ello, en primer lugar, se descongelaron las 
células competentes en hielo durante 5 min. Posteriormente, se les añadieron entre 1 y 20 µl 
de la reacción de ligación preparada previamente (apartados 3.3.11, 3.3.12 y 3.3.8.1) y se 
incubaron en hielo durante 30 min. Después de la incubación se aplicó un choque térmico a 
42 ºC durante 1-2 min. Tras una segunda incubación en hielo se añadieron 800 µl de medio 
LB y se cultivaron las bacterias a 37 ºC durante 1 h. Pasado este tiempo se centrifugaron los 
cultivos a 4000g, se sembraron en medio LB sólido selectivo y se cultivaron a 37 ºC durante 
toda la noche. El marcador selectivo añadido al medio LB dependía del vector utilizado. Los 
vectores pGEM®-T Easy, pFL383, pYES-2 y pVT102U confieren resistencia a ampicilina y 
los vectores pENTRTM y pEarleyGate101 a kanamicina. La concentración final de antibiótico 
en el medio era de 50 µg/ml.  
Se verificó si las colonias de E. coli transformadas contenían el vector ligado al fragmento de 
DNA deseado mediante PCR en colonia o mediante digestión enzimática (como se describe 
en los apartados 3.3.5.3 y 3.3.9). 
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3.3.9 Extracción de DNA plasmídico y digestión con enzimas de restricción 
Para extraer DNA plasmídico se tomaron colonias individuales que habían crecido en 
medio LB sólido y se cultivaron en 5 ml de medio LB líquido con marcador selectivo, 
dependiendo de la resistencia del vector utilizado. Se cultivaron a 37 ºC, durante toda la 
noche y con agitación (200 rpm). Al día siguiente, entre 3-5 ml de cultivo fueron 
centrifugados a 10000g para recoger las bacterias y extraer el DNA plasmídico. Para ello se 
utilizaron los kits comerciales High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) y GenJETTM Plasmid 
Miniprep Kit (Fermentas, Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones de los fabricantes.  
La digestión del DNA plasmídico se llevó a cabo mediante el uso de enzimas de restricción 
específicas para cada caso (Fermentas, Thermo Scientific), siguiendo las condiciones del 
fabricante (10-20 U/µg de DNA). Las enzimas utilizadas fueron: BamHI, XhoI, Van91 (PflMI), 
BstXI, MluI, NruI, SacI; y se especifican en cada caso particular. 
 
3.3.10 Secuenciación de ácidos nucleicos 
Para comprobar la identidad e integridad de los genes o fragmentos de interés, éstos 
fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciación del Centro Nacional de 
Investigaciones Oncológicas. Se enviaron productos de PCR purificados directamente, 
productos extraídos de geles de electroforesis (ambos descritos en el apartado 3.3.7) o DNA 
plasmídico (productos clonados en el vector pGEM®-T Easy, apartado 3.3.8). 
 
3.3.11 Tecnología Gateway®: generación de los vectores de entrada y destino 
La tecnología Gateway (Invitrogen) es una herramienta comercial de clonación 
basada en la especificidad de los sitios de recombinación del bacteriófago lambda (Landy, 
1989). Es un método rápido y ampliamente utilizado ya que permite la introducción de 
secuencias de DNA, desde un mismo vector de entrada (pENTRTM, Invitrogen) en múltiples 
vectores de destino para hacer análisis funcionales o de expresión (Hartley et al., 2000). Los 
vectores de destino pueden ser comerciales (Invitrogen) o diseñados en laboratorios de 
investigación  (Curtis y Grossniklaus, 2003; Earley et al., 2006). 
El objetivo de este trabajo era la localización subcelular de la proteína AtFAD8 en plantas 
mediante seguimiento de un marcador unido a la proteína. Como marcador se eligió la 
proteína fluorescente amarilla (YFP) unida al extremo C-terminal de la proteína FAD8. Esta 
decisión está asociada al hecho de que la proteína FAD8 contiene un péptido señal 
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cloroplástico en el extremo N-terminal que al procesarse, provocaría la pérdida del 
marcador. Se eligió la proteína YFP con vistas a hacer experimentos de colocalización con 
la proteína AtFAD6-CFP generada en nuestro laboratorio en un trabajo anterior (Lagunas, 
2013). 
También se utilizó esta técnica para la sobreexpresión de las proteínas de fusión 
HA-AtFAD8 y HA-AtFAD7 en levaduras con el objetivo de comprobar la especificidad del 
anticuerpo anti-AtFAD8. Para ello, se fusionaron las proteínas AtFAD8 o AtFAD7 a un 
epítopo de la proteína hemaglutinina (HA) a modo de marcador. En este caso, se clonó la 
proteína en el extremo N-terminal porque como la levadura no contiene cloroplastos el 
péptido señal no puede ser procesado y, por lo tanto, el marcador no es eliminado. El vector 
de entrada con el gen AtFAD8 fue generado en este trabajo, mientras que el vector que 
contenía al gen AtFAD7 fue generado en un trabajo anterior (Lagunas, 2013). 
 
3.3.11.1 Generación del vector de entrada 
Para la generación del vector de entrada se utilizó el kit comercial pENTRTM 
Directional TOPO® Cloning Kit (Life technologiesTM), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Este kit se basa en la clonación direccional de productos de PCR con extremos 
romos en el vector de entrada pENTRTM/D-TOPO (figura 3.5).  
 
Figura 3.5 Organización de las regiones del vector de entrada pENTR
TM
/D-TOPO (Life 
technologies
TM
). 
 
Este vector contiene además, flanqueando el sitio de introducción direccional del inserto, los 
sitios de recombinación attL. Los sitios de integración del bacteriófago lambda silvestre (att) 
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en E. coli han sido modificados para facilitar la recombinación in vitro entre el vector de 
entrada (sitios attL) y un vector de destino (sitios attR), provocando el intercambio del inserto 
de DNA entre ambos vectores. De este modo, el inserto que estaba integrado en el vector 
de entrada pasa a formar parte del vector de destino. Cataliza está reacción la mezcla de 
enzimas LR ClonaseTM (Invitrogen), como se explica en el apartado 3.3.11.2. 
Para la clonación del gen AtFAD8 en el vector pENTRTM/D-TOPO se diseñaron cebadores 
específicos. El cebador 5’ contenía la secuencia CACC antes del primer codón codificante 
(ATG). En la secuencia del cebador 3’ se sustituyó el codón stop (TGA) por el de la alanina 
(GCC) cuando el objetivo era expresar el gen unido al gen YFP en el extremo C-terminal. 
Para expresar el gen en el vector que contiene el marcador HA en el extremo N-terminal se 
diseñó un cebador que mantenía el codón stop. Las secuencias de los cebadores y las 
condiciones de la PCR utilizada para la amplificación del gen AtFAD8 se especifican en la 
tabla 3.10. 
 
Tabla 3.10 Cebadores y condiciones de PCR utilizadas para la amplificación de AtFAD8 destinado a 
la clonación en el vector pENTR
TM
. Se muestran, subrayadas, la secuencia añadida antes del codón 
de iniciación (CACC) en el cebador 5’, la sustitución del codón stop por alanina (GGC) en el 
cebador 3’ y el codón stop (TCA) en el segundo cebador 3’. *El cebador YFP, en combinación con el 
AtFAD8 5’ se utiliza para comprobar la integridad del vector de destino como se explica en el 
apartado 3.3.11.2. 
 
Antes de la reacción de ligación se comprobó la identidad e integridad de las secuencias 
amplificadas, mediante secuenciación (apartado 3.3.10). Posteriormente se procedió a la 
ligación de los productos de PCR y a la transformación de las células One Shot® TOP10 
provenientes del kit comercial. Las condiciones de la ligación y de la transformación fueron 
las descritas por el fabricante. Una vez transformadas las bacterias de E. coli se procedió a 
la extracción de DNA plasmídico (apartado 3.3.9) y se comprobó una vez más la integridad 
de la secuencia clonada mediante digestión con la enzima de restricción BstXI y mediante 
secuenciación (apartado 3.3.10).  
 
 
Gen 5'/3' Secuencia del cebador Tm (ºC) 
t extensión 
(s) 
nº 
ciclos  
tamaño 
transcrito 
(pb) 
AtFAD8 5' 5’-CACCATGGCGAGCTCGGTTTTAT-3’ 
72 60 35 1312 
 
3' sin stop 5'-GGCTGTTCTTTGTCCATTGAGTTTTGGAT-3' 
 
3' con stop 5'-TCATGTTCTTTGTCCATTGAGTTTTGGATC-3' 
    
       
YFP* 3' 5’-CAGCTTGCCGGTGGTGCAGA-3’ 58 90 35 1519 
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3.3.11.2 Generación del vector de destino. Reacción LR Clonasa 
El vector de destino elegido para la transformación en plantas fue el pEarleyGate101 
(Earley et al., 2006). Se trata de un vector binario compatible con la tecnología Gateway®, 
que puede replicarse tanto en E. coli como en Agrobacterium tumefaciens y es apto para el 
análisis de localización o para ensayos de interacción proteína/proteína in vivo. Este vector 
(figura 3.6) incluye el promotor 35S (del virus del mosaico de la coliflor), los sitios de 
recombinación attR1 y 2 (compatibles con los sitios de recombinación attL del vector de 
entrada) y el gen letal ccdB (que impide la replicación de los vectores vacíos puesto que 
inhibe a la DNA girasa). Este vector confiere, además, resistencia a kanamicina (marcador 
selectivo en bacterias) y al herbicida Basta® o glufosinato de amonio (marcador selectivo en 
plantas transformadas) e incluye, también, las secuencias de los marcadores YFP y HA. 
 
Figura 3.6 Organización de las regiones del DNA de transferencia (T-DNA) del vector 
pEarleyGate101 (Earley et al., 2006). 
 
 
El vector de destino elegido para la sobreexpresión en levaduras fue el pFL383. Se trata de 
un vector de expresión compatible con la tecnología Gateway®, derivado del plásmido 
pFL38H-GW (Talke et al., 2006). Fue donado por la Dra. María Bernal (Laboratorio de Ute 
Krämer, Ruhr University, Bochum). Este vector incluye una región de clonación múltiple, los 
orígenes de replicación pUC (permite la replicación en E. coli) y 2µ (permite la replicación en 
levaduras) y el gen HIS3 (permite la selección de colonias transformadas en un medio 
deficiente en histidina; como se describe en el apartado 3.3.13.2). Este vector confiere 
además resistencia a ampicilina e incluye la secuencia del marcador HA en el extremo 
N-terminal. En la imagen 3.7 se observa el plásmido pFL38 del que deriva este vector.  
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Figura 3.7 Organización de las regiones del vector pFL38, del que deriva el plásmido pFL383. El 
segundo contiene el gen HIS3 en vez del URA3 e incluye además el marcador HA en el extremo 
N-terminal. Imagen obtenida de http://www.addgene.org/vector-database/2750/. 
 
 
Para la generación del vector de destino se llevo a cabo la reacción de la LR Clonasa (LR 
Clonase® II Enzyme Mix, Invitrogen, Life TechnologiesTM) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La LR Clonase® II Enzyme Mix contiene las enzimas Int (Integrasa) y Xis 
(Excisasa), además de un factor de integración en el huésped (IHF), que facilitan la 
recombinación entre los vectores de entrada y destino, a través de los sitios attL y attR, 
respectivamente, de modo que el inserto del vector de entrada pasa a formar parte del de 
destino, en el locus en el que se insertaba el gen ccdB. 
Antes de la reacción LR se llevó a cabo la siguiente modificación. El vector de entrada 
pENTRTM con inserto se digirió con las enzimas de restricción MluI y NruI, para eliminar la 
secuencia que confiere resistencia a kanamicina, ya que el vector de destino es también 
resistente a este antibiótico. Tras la reacción LR se transformaron células competentes 
DH5α como se describe en el apartado 3.3.8.3. Estas células son sensibles al gen letal ccdB 
de modo que las células que incorporan el vector sin inserto mueren. Para la transformación 
del vector de destino vacío (posterior control negativo) se utilizaron las células DB3.1 que 
contienen el alelo gyrA462 que confiere resistencia ante el gen ccdB. 
De manera rutinaria, se comprobó la integridad de los genes clonados y que estos 
estuvieran en fase con los marcadores. En el caso del vector pEarleyGate101, se extrajo el 
DNA plasmídico y se realizó una digestión con enzimas de restricción (SacI). En el caso del 
vector pFL383, se realizó una PCR en colonia como se describe en el apartado 3.3.5 y se 
envió el DNA plasmídico a secuenciar (apartado 3.3.10).  
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3.3.12 Generación de construcciones para la expresión funcional en Saccharomyces 
cerevisiae 
En este apartado se describe la generación de las construcciones por el método 
habitual de clonación mediante enzimas de restricción. La transformación de células 
competentes de levadura se describe en el apartado 3.3.13. 
 
3.3.12.1 Clonación de los genes de las ω3 desaturasas reticulares de soja en 
el vector pGEM®-T Easy  
En primer lugar, se amplificaron las regiones codificantes de los genes de soja 
GmFAD3A (AY204710), GmFAD3B (AY204711), GmFAD3C (AB051215), y GmFAD3A-T 
(isoforma truncada de GmFAD3A) por PCR utilizando una DNA polimerasa con actividad 
correctora de errores (Pfu) y los cebadores que se especifican en la tabla 3.11. A todos los 
cebadores 5’ se les añadió el sitio de restricción de la enzima BamHI y a los cebadores 3’ el 
sitio de la enzima XhoI para permitir la ligación direccional. 
Las secuencias de GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3A-T se amplificaron con los mismos 
cebadores. GmFAD3A-T se diferenciaba por su menor tamaño (998 pb). En cambio, 
GmFAD3A y GmFAD3B, de tamaño muy similar, fueron clonadas en levaduras (apartado 
3.3.13) indistintamente. Posteriormente, se identificaron por digestión con la enzima de 
restricción Van91 (PflMI) que genera dos fragmentos de 164 y 755 pb en el gen GmFAD3A y 
tres fragmentos de 161, 164 y 594 pb en el gen GmFAD3B (Andreu et al., 2010; Román et 
al., 2012). La identidad e integridad de todos los genes clonados fueron verificadas por 
secuenciación. Los fragmentos amplificados por PCR se clonaron en el vector pGEM®-T 
Easy como se detalla en el apartado 3.3.8.  
 
Tabla 3.11 Cebadores utilizados para la amplificación de los genes de soja mediante PCR. Se indica 
además el programa de PCR utilizado para cada gen: temperatura de hibridación (Th), tiempo de 
extensión y número de ciclos, además del tamaño del transcrito generado. Se muestran subrayadas 
las secuencias de los sitios de restricción de BamHI en los cebadores 5’ y XhoI en los cebadores 3’. 
5'-GAGGATCCGCAATGGTTAAAGACACAAAGCCT-3'
5'-GAACTCGAGACTCAGTCTCGGTGCGAGTG-3' 
GmFAD3C 5'-GAGGATCCAAATGGTTCAAGCACAG-3'
5'-GAACTCGAGTTTAGTTGGACTGGGTCC-3' 
Gen Secuencia del cebador Th (ºC)
t extensión 
(s)
nº ciclos 
tamaño del 
transcrito (pb)
72 60 35 1154
59 120 30 1142 (A), 1148 
(B), 998 (T)
GmFAD3A, 
B y A-T
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3.3.12.2 Construcción de vectores de expresión mediante enzimas de 
restricción   
Los vectores de expresión en levaduras elegidos fueron el vector pYES2 (Invitrogen) 
y el pVT102U (Vernet et al., 1987),  ambos cedidos por el Dr. José Manuel Martínez Rivas 
(Instituto de la Grasa-CSIC, Sevilla). 
El vector pYES2 es un vector de sobreexpresión en levaduras, que posee un promotor 
inducible por galactosa (GAL1), una región de clonación múltiple, los orígenes de replicación 
pUC (permite la replicación en E. coli) y 2µ (permite la replicación en levaduras), el gen 
URA3 (permite la selección de colonias transformadas en un medio deficiente en uracilo) y 
el gen que confiere resistencia a ampicilina (figura 3.8). 
 
Figura 3.8 Organización de las regiones del vector pYES2 (Invitrogen). 
 
El pVT102U es otro vector de sobreexpresión en levaduras, cuya organización incluye, 
como se observa en la figura 3.9, el promotor constitutivo ADH1, una región de clonación 
múltiple, los orígenes de replicación pUC y 2µ, los genes URA3 y CYC1, y el gen de 
resistencia a ampicilina.  
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Figura 3.9 Organización de las regiones de los vectores de la serie pVT100U del que deriva el vector 
pVT102U (Vernet et al., 1987). 
 
Los genes clonados en el vector pGEM®-T Easy se digirieron con las enzimas de restricción 
BamHI y XhoI y se ligaron, con la enzima T4 ligasa, a los vectores de destino pYES2 y 
pVT102U, previamente digeridos con las mismas enzimas. Con estos plásmidos se 
transformaron células competentes de E. coli, proceso que se describe en el apartado 3.3.8. 
Una vez comprobadas las secuencias mediante secuenciación se transformaron células de 
S. cerevisiae como se describe en el apartado siguiente. 
 
3.3.13 Transformación de Saccharomyces cerevisiae  
3.3.13.1 Preparación de células de Saccharomyces cerevisiae competentes 
En este trabajo se ha utilizado la cepa de S. cerevisiae UTL-7A [MATα, ura3-52, trp1, 
leu2-3, 112] para la transformación con los vectores pYES2 y pVT102U, y la cepa DEY1453 
[MATα, his3, ura3, trp1, leu2] (Eide et al., 1996) para la transformación con el vector  
pFL383. La primera fue donada por el Dr. José Manuel Martínez Rivas y la segunda por la 
Dra. María Bernal.  
El proceso de preparación de células competentes se llevó a cabo en condiciones de 
esterilidad y siguiendo el protocolo del acetato de litio descrito por Gietz y Woods (1994). 
Para ello se inoculó un precultivo de 20 ml de medio YPD (extracto de levadura 1% p/v, 
peptona bacteriológica 2% p/v y glucosa 2% p/v) a partir de una colonia individual de 
S. cerevisiae cultivada en placa con medio YPD sólido (medio YPD con agar bacteriológico 
HindIII PstI SacI BamHI
PvuII XhoI XbaI
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1,5% p/v). Se incubó el precultivo a 30 ºC durante una noche con agitación constante 
(200 rpm). Al día siguiente se diluyó el cultivo hasta una A600 de 0,1-0,2 en 50 ml de YPD y 
se cultivó a 30 ºC hasta que la A600 alcanzó 1-2. A partir de este momento se realizaron 
todos los pasos a 4 ºC. Se recogieron las células mediante centrifugación a 2200g durante 
5 min, se lavaron con 10 ml de acetato de litio 0,1 M, se resuspendieron en 10 ml de la 
misma solución, agitando suavemente, y se incubaron durante 1 h a 30 ºC sin agitación. 
Pasado este tiempo se volvió a centrifugar en las mismas condiciones y, esta vez, las 
células fueron resuspendidas en 0,5 ml de acetato de litio 0,1 M. Posteriormente, se hicieron 
alícuotas de 50 µl y se procedió a la transformación inmediatamente. 
 
3.3.13.2 Transformación de Saccharomyces cerevisiae competentes  
Las células competentes se transformaron mediante choque térmico. Para ello se 
añadieron a las células competentes 3 µg de DNA plasmídico de la construcción 
correspondiente. Se incubaron las células durante 10 min a 30 ºC, sin agitación. 
Posteriormente, se añadieron 0,5 ml de PEG 4000 40% (v/v) en Tris-HCl 10 mM pH 7,5 
mezclando por inversión. Se incubaron las células de nuevo durante 10 min a 30 ºC, sin 
agitación. Se aplicó un choque térmico a 42 ºC durante 5 min y, a continuación, se 
añadieron 500 µl de agua estéril mezclando por inversión. Se recogieron las células 
mediante un pulso de centrifugación y tras resuspenderlas en 0,1 ml de agua estéril se 
sembraron en Medio Mínimo Completo (CM) (Ausubel et al., 1995), cuya composición se 
describe en la tabla 3.12. Posteriormente, se cultivaron las células a 30 ºC toda la noche. 
Las construcciones con los vectores pYES2 y pVT102U fueron seleccionadas en CM sin 
uracilo (CM-ura) mientras que las construcciones con el vector pFL383 se seleccionaron en 
CM sin histidina (CM-his). Se comprobó que las colonias individuales que se observaron en 
la placa al día siguiente contenían la construcción de interés mediante digestión específica 
con enzimas de restricción (BamHI y XhoI, en el caso de las construcciones con los vectores 
pYES2 y pVT102U) o mediante PCR en colonia (en el caso del vector pFL383).   
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Macronutrientes   Concentración (% p/v) 
YNB sin aminoácidos 
 
0,67 
glucosa* 
 
2 
agar bacteriológico**   2 
Micronutrientes   Concentración (mg l
-1)  
L-adenina sulfato 
 
44 
L-arginina 
 
21 
L-aspártico ácido 
 
105 
L-glutámico ácido 
 
105 
L-histidina*** 
 
21 
L-leucina 
 
63 
L-lisina 
 
32 
L-metionina 
 
21 
L-fenilalanina 
 
53 
L-serina 
 
394 
L-treonina 
 
210 
L-triptófano 
 
42 
L-tirosina 
 
32 
L-valina 
 
158 
L-uracilo***   20 
 
Tabla 3.12 Composición del medio CM. *En determinadas ocasiones en vez de glucosa se añadió al 
medio rafinosa o galactosa como fuente de carbono (se especifica en cada apartado 
correspondiente). **El agar bacteriológico se añade sólo al medio CM sólido. ***La histidina o el 
uracilo se eliminan de los medios selectivos según sea la resistencia del vector utilizado. 
 
3.3.14 Ensayos de expresión funcional de las ω3 desaturasas reticulares de soja a 
distintas temperaturas 
Las construcciones con las ω3 desaturasas reticulares de soja y los vectores de 
destino se prepararon en el laboratorio de la Estación Experimental de Aula Dei-CSIC. La 
transformación de las levaduras y el ensayo de sobreexpresión heteróloga se realizaron en 
el Instituto de la Grasa-CSIC de Sevilla, en el laboratorio del Dr. José Manuel Martínez 
Rivas, en el curso de una estancia con fecha de 10/01/11-20/04/11. 
Una vez seleccionadas las colonias con el plásmido pYES2, conteniendo el gen de interés, 
se inocularon en medio CM-ura líquido suplementado con rafinosa 2% (p/v) como única 
fuente de carbono (Kajiwara et al., 1996). Las levaduras transformadas se cultivaron a 
30 ºC, con agitación (200 rpm) hasta que la A600 alcanzó 1 unidad. Entonces las células se 
diluyeron hasta una A600 de 0,4 en medio CM-ura suplementado con galactosa 2% (p/v) para 
inducir la expresión de los genes. En ese momento se suplementaron también con ácido 
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linoleico 0,5 mM en tergitol (tipo NP-40) 0,1 % p/v y se cultivaron a 10, 15, 20, 25, 30 ó 35 ºC 
hasta que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria (A600 = 3-4). Se recogieron las células 
de levaduras por centrifugación a 1500g durante 5 min a 4 ºC y se lavaron con agua 
destilada. Posteriormente, se llevó a cabo la extracción y metilación simultánea de los 
lípidos totales como se describe en el apartado 3.6.2.3 y se analizaron los ésteres metílicos 
de los ácidos grasos mediante cromatografía de gases (apartado 3.6.2.5). 
En el caso de las colonias transformadas con el plásmido pVT102U y el correspondiente  
gen de interés, como contienen el promotor constitutivo ADH1, se procedió de la misma 
manera exceptuando que el medio de cultivo se suplementó con glucosa 2% (p/v).  
 
3.3.15 Transformación de Agrobacterium tumefaciens 
Una vez obtenido el vector de destino con el gen de interés pEarley101-FAD8, 
mediante tecnología Gateway®, se procedió a la transformación de células de 
A. tumefaciens con el objetivo de transformar a su vez, tanto A. thaliana como 
N. benthamiana. En este apartado se detallan la preparación de A. tumefaciens 
electrocompetentes y su transformación. 
 
3.3.15.1 Preparación de Agrobacterium tumefaciens electrocompetentes  
Se utilizó la cepa de A. tumefaciens GV3101 que contiene el plásmido de ayuda 
pMP90 (resistente a rifampicina y gentamicina), cedida por la Dra. María Bernal. Para la 
preparación de células electrocompetentes se cultivó A. tumefaciens en medio 
LB/gentamicina (25 µg/ml) sólido a 28 ºC durante 48 h. Posteriormente, se inocularon 
algunas colonias en 10 ml de medio LB/gentamicina líquido y se incubaron con agitación 
(200 rpm) a 28 ºC durante 24 h. Con 5 ml de este precultivo se inocularon 100 ml de medio 
LB y se cultivaron a 28 ºC durante 4-5 h, hasta que la A600 fue de 0,5. Entonces, las células 
fueron centrifugadas en dos tubos Falcon a 3000g a 4 ºC durante 15 min y resuspendidas en 
25 ml de HEPES pH 7,5, 1 mM. Fueron centrifugadas otra vez en las mismas condiciones y 
resuspendidas en 25 ml de HEPES pH 7,5, 1 mM y glicerol 10% v/v. Tras centrifugar una 
tercera vez, las células fueron resuspendidas en 400 µl de la segunda solución y congeladas 
a -80 ºC en alícuotas de 50 µl. 
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3.3.15.2 Transformación de Agrobacterium tumefaciens competentes por 
electroporación 
En primer lugar, se descongelaron las células competentes de A. tumefaciens. Una 
vez descongeladas se les añadió 1 µl de una dilución 1/10-1/20 del DNA plasmídico de la 
construcción deseada o del vector vacío (control). Se mezclaron vigorosamente con la punta 
de la pipeta y se transfirieron al fondo de una cubeta de electroporación previamente 
esterilizada con etanol 70%. Se introdujo entonces la cubeta en el electroporador fijando los 
siguientes parámetros: capacitancia a 25 µF, voltaje a 1,8 kV y resistencia eléctrica a 400 Ω 
durante 5-10 ms. Inmediatamente después se le añadió 1 ml de medio LB frío a la cubeta, 
se recogieron las células en otro tubo y se incubaron las células transformadas a 28 ºC 
durante 1 h con agitación (200 rpm). Pasado este tiempo se sembraron 100-200 µl del 
cultivo anterior en placa de Petri con medio LB/gentamicina (25 µg/ml)/kanamicina 
(50 µg/ml) y se cultivaron a 30 ºC durante 48 h. La gentamicina es la resistencia que 
confiere el vector de ayuda pMP90 y la kanamicina la del vector pEarleyGate101 que 
contiene el gen de interés AtFAD8.  
 
3.3.16 Transformación estable de Arabidopsis thaliana 
En este trabajo se transformaron plantas de A. thaliana Col-0 con A. tumefaciens 
transformados con las construcciones pEarley101-FAD8 o con el vector vacío siguiendo el 
protocolo simplificado de “Floral Dip” descrito anteriormente (Clough y Bent, 1998) con 
alguna modificación que se describe a continuación. Se cultivaron plantas de A. thaliana tal 
como se describe en el apartado 3.1.4. Cuando el tallo tenía aproximadamente 1 cm se 
cortó a ras de la roseta y consideramos este momento como día 1. La transformación es un 
proceso que dura 5 días a partir de este momento. También en el día 1 se sembraron  las 
células de A. tumefaciens que contenían las construcciones de interés en placas 
LB/gentamicina (25 µg/ml)/kanamicina (50 µg/ml) y se cultivaron a 28 ºC durante dos días. 
El día 3 se inocularon 5 ml de medio líquido LB/gentamicina/kanamicina con colonias 
individuales de la placa anterior y se cultivaron a 28 ºC toda la noche. Al día siguiente (día 4) 
se inocularon 50 ml de LB/gentamicina/kanamicina con 2,5 ml del precultivo anterior y se 
cultivaron a 28 ºC toda la noche. El 5º día se midió la A600 de los cultivos, se centrifugaron a 
4300g durante 10 min y se diluyeron en 50 ml de tampón de transformación (sacarosa 5% y 
Silwett L-77 0,05%) hasta una A600 de 0,8. Esta solución se extendió bien sobre toda la 
planta con ayuda de un pincel lavado con etanol 70% y se cubrieron con plástico 
transparente durante 3 días. Se muestra un esquema del proceso en la figura 3.10. 
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 Figura 3.10 Esquema del proceso de transformación estable en A. thaliana. Imagen adaptada de 
Diana Sancho. 
 
Posteriormente, las plantas transformadas se cultivaron con normalidad hasta la recolección 
de las semillas, como se ha descrito en el apartado 3.1.6 (semillas T1). Se sembraron 
aproximadamente 1000 semillas T1 (0,02 g) de cada transformación en placa con medio MS 
y glufosinato de amonio (Basta®, Fluka) 25 mg/l (medio selectivo). El vector pEarleyGate101 
confiere resistencia a este herbicida, de modo que sólo crecieron las semillas que habían 
incorporado la construcción, aproximadamente un 0,5% (figura 3.11 A). Las plántulas 
resistentes al glufosinato de amonio se transfirieron a maceta y se cultivaron hasta la 
recolección de las semillas (semillas T2). 100 semillas T2 de cada construcción fueron 
cultivadas de forma ordenada en medio selectivo (imagen 3.11.B) y se calculó el porcentaje 
de germinación. De aquellas líneas de las que se obtuvo un porcentaje de germinación de 
alrededor del 75%, se transfirieron algunas plántulas a maceta y se cultivaron hasta la 
recolección de las semillas (semillas T3). 100 semillas T3 de cada construcción fueron 
cultivadas de forma ordenada en medio selectivo y se calculó de nuevo el porcentaje de 
germinación. Se seleccionaron las semillas que germinaron en un 90-100%, considerándose 
homozigotas para el transgen. Como control se cultivaron las semillas de las plantas 
transgénicas en medio MS no selectivo, de modo que todas debían germinar, y semillas de 
Col-0 en medio selectivo, en cuyo caso ninguna debía germinar (figura 3.11 B recuadro 
inferior). Para la visualización de las plantas transgénicas por microscopía confocal se 
cultivaron semillas homozigotas como se describe en el apartado 3.1.4 directamente en 
maceta y fueron analizadas en diferentes etapas del desarrollo de la planta (7, 14, 21 y 
28 días). 
A. tumefaciens
DÍA 1 DÍA 4 DÍA 5 semillasT1
MS + BASTA
semillasT2 semillasT3
  Materiales y métodos 
81 
 
Figura 3.11 Selección de semillas en medio MS con glufosinato de amonio. A Selección de las 
semillas T1, las flechas señalan las plantas resistentes al herbicida. B Selección de las semillas T2 o 
T3. En el recuadro superior se observa una línea con un 75% de plantas resistentes y en el inferior 
semillas de Col-0 (control), todas sensibles al herbicida. 
 
3.3.17 Transformación transitoria de Nicotiana benthamiana 
En este trabajo se transformaron plantas de N. benthamiana con A. tumefaciens 
transformados con las construcciones pEarley101-FAD8, pEarley102-FAD6, con ambas 
construcciones (colocalización) o con sus vectores vacíos (controles) siguiendo el protocolo 
de cotransformación con el vector p19 descrito por Voinnet et al. (2003) pero omitiendo el 
tratamiento con acetosiringona (Hernández et al., 2012). Para ello se cultivaron plantas de 
N. benthamiana como se describe en el apartado 3.1.5 durante 4-6 semanas y 
A. tumefaciens transformados como se describe en el apartado 3.3.15. Cuando la A600 de los 
cultivos alcanzó 1 éstos se centrifugaron a 4000g durante 10 min a 4 ºC y se resuspendieron 
en MgCl2 10 mM manteniendo la A600 de 1. Posteriormente se mezclaron con un cultivo de 
A. tumefaciens que contenía el vector p19 1:1 (v/v), de modo que la A600 final de cada 
construcción individual era de 0,5. El vector p19 inhibe el silenciamiento de genes mediado 
por siRNA (Voinnet et al., 2003). Las células transformadas con p19 fueron cedidas por 
David Velázquez (Instituto de la Grasa-CISC, procedentes del laboratorio de Ian Graham, 
CNAP, Reino Unido). En el caso de la colocalización se mezclaron los cultivos de las dos 
construcciones de interés junto con un cultivo de p19, a una A600 final para cada 
construcción de 0,3-0,5. Se infiltraron hojas de N. benthamiana con esta solución, con ayuda 
de una jeringuilla de 1 ml, presionando contra el envés de la hoja hasta infiltrar la hoja 
entera, tal y como se muestra en la figura 3.12. Se infiltraron 2 ó 3 hojas por planta. Las 
plantas infiltradas se mantuvieron en la cámara, en las condiciones de cultivo anteriormente 
descritas, durante 5-7 días más, momento en el que se visualizaron por microscopía 
confocal como se describe en el apartado 3.4. 
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Figura 3.12 Detalle de agroinfiltración de una hoja de N. benthamiana de 4 semanas. 
 
3.4 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR: MICROSCOPÍA LÁSER CONFOCAL 
Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron mediante microscopía confocal 
utilizando el sistema Leica TCS SP II (Servicio Científico Técnico de Microscopía e Imagen 
del IACS-Aragón). Las muestras de las plantas transgénicas que expresaban las proteínas 
de interés fusionadas a las proteínas fluorescentes (localización subcelular) y de sus 
controles negativos (plantas transformadas con el vector vacío) se visualizaron en 
fresco, sumergiendo un pequeño fragmento de tejido en glicerol, con objetivos de 20x o 40x, 
y con los objetivos de inmersión 63x o 100x. Se realizó un escáner secuencial para la 
visualización de las proteínas YFP y CFP. El pico (máximo) de excitación de la YFP es de 
514 nm y el de la CFP de 458 nm. Para ello se emplearon los láseres de argón a 514 nm y a 
458 nm respectivamente y  la emisión fue recogida a 518-580 nm para la YFP y a 
465-571 nm para la CFP. Se comprobó en ambos casos que no se producía solapamiento 
entre las señales de las proteínas fluorescentes. La autofluorescencia de los cloroplastos fue 
detectada excitando con el laser de helio-neón a 633 nm y recogiendo la emisión a 
651-717 nm. Las imágenes fueron escaneadas 8 veces y procesadas posteriormente con 
los programas Leica LAS AF Lite e ImageJ. 
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3.5 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 
3.5.1 Preparación de extractos crudos celulares  
3.5.1.1 Preparación de extractos crudos de plantas 
Para la preparación de extractos crudos de hojas de soja o de A. thaliana se 
utilizaron 0,5 g de tejido inicial. Se molió el material vegetal con N2 (l) hasta la obtención de 
un polvo fino. Se le añadió a este polvo un tampón (Tris-HCl pH 7,5 0,1 M, glicerol 20%, 
EDTA 1 mM, MgCl2 10 mM y β-mercaptoetanol 14 mM) que contenía, además, inhibidores 
de proteasas (Pefabloc 100 µg/ml, Fluka, antipaína 1 µg/ml, Sigma-Aldrich y leupeptina 
1 µg/ml, Sigma-Aldrich) y se homogeneizó en un homogeneizador manual con émbolo de 
teflón durante 2 min, 3 veces y en hielo para evitar el calentamiento de la muestra. Tras la 
homogeneización se filtró la muestra a través de papel Miracloth (Hoechst, Calbiochem). Si 
los extractos crudos estaban destinados a la electroforesis de proteínas se determinó la 
concentración de las mismas por el método de Bradford como se describe en el apartado 
3.6.1.1. Las muestras se congelaron a -80 ºC hasta su uso. 
 
3.5.1.2 Preparación de extractos crudos de levaduras 
Para la preparación de extractos crudos de proteínas de levaduras se siguió un 
protocolo de lisis anteriormente descrito (Braun et al., 2002) y modificado (O'Quin et al., 
2009). Este método evita el hervido de las muestras, ya que las proteínas de membrana 
agregaban y resultaba imposible su separación posterior. Se cultivaron las levaduras con las 
construcciones pFL383-FAD8 y pFL383-FAD7 en 10 ml de YPD a 30 ºC con agitación 
(200 rpm) durante toda la noche. Al día siguiente se midió la A600 y se recogió la cantidad 
equivalente a 5 ml a 1 unidad de absorbancia (≈3·107 células/ml). Se centrifugaron las 
células a 5000g durante 2 min, se lavaron con agua destilada y se resuspendieron en 240 µl 
de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0. Se añadieron además 60 µl de tampón de lisis (NaOH 1,25 M y 
β-mercaptoetanol 5% v/v) y tras una incubación en hielo durante 10 min, se añadieron 40 ml 
de TCA (ácido tricloroacético) 100%. Después de agitar vigorosamente se incubaron las 
muestras 30 min a -20 ºC y se centrifugaron 30 min a 12000g a 4 ºC. Se lavó el precipitado 
con 500 µl de acetona. Finalmente se realizó una segunda centrifugación en las mismas 
condiciones y tras dejar secar el precipitado se resuspendió en 100 µl de tampón de carga 
(descrito en el apartado 3.6.1.3 como tampón de desnaturalización). 
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3.5.2 Aislamiento de cloroplastos    
Después de probar varios métodos de aislamiento de cloroplastos intactos se eligió 
un protocolo descrito para A. thaliana (Bals y Schünemann, 2011), ya que tenía en cuenta la 
dificultad para conseguir grandes cantidades de material de partida. El protocolo se llevó a 
cabo en oscuridad y a 4 ºC, con alguna modificación. Se trituraron 10 g de tejido vegetal con 
batidora de mano durante 3 s, 3 veces, en 100 ml de medio de homogeneización HB2 
(sorbitol 450 mM, Tricina-KOH pH 8,4 20 mM, EDTA 10 mM, Na2CO3 10 mM, BSA  0,1% 
p/v). El homogeneizado resultante se filtró a través de dos capas de papel de Miracloth. El 
material recogido tras la filtración se centrifugó a 1500g durante 5 min y se resuspendió el 
precipitado con la ayuda de un pincel en 1 ml de medio RB (sorbitol 300 mM, Tricina-KOH 
pH 7,6 20 mM, EDTA 2,5 mM y MgCl2 5 mM). Posteriormente, se depositó esta solución 
sobre un gradiente de PercollTM (GE Healthcare) que consistía en una fase inferior de Percoll 
al 80% v/v en medio RB y otra superior al 40% v/v. El gradiente se centrifugó a 11000g 
durante 6 min en rotor basculante (Sw41Ti) en una ultracentrífuga (Beckmann OptimaTM 
XL-100K). Después de la centrifugación aparecieron dos bandas, una superior que contenía 
los cloroplastos rotos y otra inferior con los cloroplastos intactos. Se recogió esta segunda 
con la ayuda de una pipeta Pasteur y se lavó con 3 volúmenes de medio RB centrifugando a 
12000g durante 5 min. Se resuspendió el precipitado en otros 2 ml de RB y se lavó un par 
de veces centrifugando a 1200g durante 2 min. Finalmente, se congeló el precipitado a 
-80 ºC hasta su uso.   
Cuando la cantidad inicial de tejido fresco era insuficiente para el aislamiento de cloroplastos 
intactos se procedió a la obtención de una fracción enriquecida en ellos. Para ello se trituró 
el tejido vegetal (< 2 g) con batidora de mano durante 3 s 3 veces en 50 ml de medio HB2 y 
se filtró el homogeneizado a través de dos capas de papel de Miracloth. El filtrado se 
centrifugó a 200g 2 min para eliminar los fragmentos sin romper. El sobrenadante se 
centrifugó una segunda vez a 12000g durante 10 min. Esta vez se resuspendió el 
precipitado en 20 ml de medio RB con la ayuda de un pincel, se centrifugó en las mismas 
condiciones y se resuspendió en 1 ml de medio RB dando lugar a una fracción enriquecida 
en cloroplastos.   
 
3.5.3 Aislamiento de fracciones subcloroplásticas 
Puesto que la cantidad de cloroplastos obtenidos de plantas de A. thaliana nunca fue 
muy alta se separaron únicamente las fracciones membranosas en su conjunto del estroma, 
tal como se describe en Haswell y Meyerowitz (2006) con alguna modificación. Para ello se 
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tomaron las muestras de cloroplastos intactos anteriores, se resuspendieron en 500 µl de 
tampón de lisis (Tris-HCl pH 7,4 62,5 mM, MgCl2 10 mM y SDS 0,1 % p/v) e inhibidores de 
proteasas (antipaína y leupeptina 1 µg/ml y Pefabloc 100 µg/ml) y tras una incubación de 
15 min en hielo se centrifugaron a 8000g durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante contiene el 
estroma y el precipitado las fracciones membranosas (envuelta y tilacoides). Se resuspendió 
el precipitado en 100 µl de tampón de lisis (sin SDS) y tras medir la concentración de 
proteína de ambas fracciones se congelaron a -80 ºC hasta su uso.   
 
3.5.4 Aislamiento de microsomas de  Saccharomyces cerevisiae 
La fracción microsomal se obtuvo para intentar determinar las constantes 
enzimáticas de las diferente isoformas del gen FAD3 de soja. Para el aislamiento de la 
fracción microsomal de las levaduras transformadas con las construcciones de interés 
(pYES-GmFAD3A, pYES-GmFAD3B y pYES sin inserto, como control) se inocularon, en 
matraces Erlenmeyer, 100 ml de medio CM-ura/rafinosa 2%, a partir de una colonia 
transformada aislada. Se incubaron a 30 ºC con agitación (200 rpm) hasta que los cultivos 
alcanzaron la fase estacionaria (A600 ≥ 3). A partir del precultivo se inoculó un cultivo de 
750 ml de medio CM-ura/galactosa 2% (para activar el promotor inducible) a una A600 inicial 
de aproximadamente 0,4 y se incubó a 15-20 ºC con agitación (200 rpm) hasta que alcanzó 
una A600 de 1,5-2,0. La temperatura de crecimiento elegida era más baja de la habitual para 
levaduras (30 ºC) puesto que se había comprobado, por los experimentos de 
sobreexpresión heteróloga, que la proteína tenía más actividad/estabilidad a bajas 
temperaturas. Una vez alcanzada la absorbancia deseada, se centrifugó a 6000g durante 
5 min a 4 ºC y se lavaron las células con agua destilada. Éstas se resuspendieron en 2 ml 
de tampón (HEPES pH 7,2 50 mM, MgSO4·7H2O 1 mM, Na2EDTA 1 mM, ascorbato de sodio 
40 mM y sorbitol 0,6 M) por cada 15 ml de cultivo inicial. Se molió la mezcla de células con 
tampón en mortero y con N2 (l) hasta que se consiguió un polvo homogéneo. Se introdujo el 
polvo en un tubo Falcon, se mantuvo a temperatura ambiente hasta la completa 
descongelación de la muestra y se centrifugó a 3000g durante 15 min a 4 ºC. Tras desechar 
el precipitado de restos celulares, se juntaron los sobrenadantes y se tomó una alícuota de 
2 ml, considerada como extracto crudo. El resto se centrifugó en rotor basculante en 
ultracentrífuga a 100000g durante 1 h a 4 ºC. Posteriormente, y una vez desechado el 
sobrenadante, se resuspendió el precipitado constituido por la fracción microsomal con 
ayuda de una pipeta Pasteur en 400 µl del tampón anterior. La concentración de proteína en 
los microsomas y el EC se cuantificó por el método de Bradford, tal como se describe en el 
apartado 3.6.1.1.  
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En algunas ocasiones los microsomas fueron utilizados en fresco para la determinación de 
la actividad linoleato desaturasa microsomal, pero tras comprobar que no había diferencias 
en los resultados, se procedió a la congelación rutinaria a -80 ºC antes de su uso. 
 
3.6 TÉCNICAS ANALÍTICAS   
3.6.1 Análisis de proteínas 
Para el análisis de proteínas se utilizó la técnica de Western blot o inmunodetección 
que consiste en una electroforesis para separar una mezcla compleja de proteínas según su 
masa molecular, la transferencia de las proteínas a una membrana adsorbente y la 
hibridación de la misma con anticuerpos específicos contra la proteína de interés que serán 
detectados mediante una reacción quimioluminiscente. Estos procesos se detallan a 
continuación. 
 
3.6.1.1 Cuantificación de proteínas 
La determinación de la concentración de proteína se realizó mediante el método 
espectrofotométrico diseñado anteriormente (Bradford, 1976), con el kit comercial BioRad 
Protein Assay, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como es un método de 
cuantificación relativo, se realizó una recta de calibrado con BSA para cada tampón utilizado 
en la extracción de las proteínas o en el fraccionamiento subcelular. Posteriormente, se 
interpolaron los valores de absorbancia medida a 595 nm con la recta de calibrado. 
 
3.6.1.2 Preparación de geles de poliacrilamida  
La separación de las proteínas se realizó mediante electroforesis de poliacrilamida 
(PAGE) (Laemmli, 1970) en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS y urea). 
En este trabajo se utilizaron geles de 0,75 mm de espesor en el sistema de electroforesis 
vertical Miniprotean III (BioRad), que se componían de dos fases de distinta porosidad y pH: 
un gel concentrador, en el que la muestra se concentra en una zona muy estrecha, lo que 
determina la separación en bandas finas en el gel separador; y un gel separador, donde la 
migración está determinada por la masa molecular de las proteínas. La concentración de 
poliacrilamida del gel concentrador era del 4% y la del gel separador del 12%. En la tabla 
3.13 se muestran los reactivos utilizados para la preparación de los geles y su concentración 
final. 
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Reactivo 
Gel concentrador 
4% 
Gel separador 
12% 
urea - 4 M 
Tris-HCl pH 8,8 - 375 mM 
Tris-HCl pH 6,8 125 mM - 
SDS 0,1% p/v 0,1% p/v 
acrilamida/bis-acrilamida 4% v/v 12% v/v 
APS 0,02% p/v 0,01% p/v 
TEMED 13,36 mM 3,34 mM 
H2O hasta 2,5 ml hasta 5 ml 
 
Tabla 3.13 Reactivos utilizados para la preparación de los geles concentrador y separador y su 
concentración final. Urea y SDS, docecilsulfato sódico (agentes desnaturalizantes);  TEMED, 
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (iniciador de la polimerización);  APS, persulfato de amonio 
(catalizador de la reacción). 
 
3.6.1.3 Electroforesis SDS-PAGE  
Una vez polimerizado el gel se procedió al desarrollo de la electroforesis. En primer 
lugar se desnaturalizaron las muestras (7-15 µg de proteína), en oscuridad, a 22 ºC durante 
30-60 min y en presencia de tampón de desnaturalización (Tris-HCl pH 6,8 62 mM, SDS 8% 
p/v, glicerol 10% v/v, azul de bromofenol 0,08% p/v y β-mercaptoetanol 5% v/v) en 
proporción 3:1 muestra:tampón. Se realizó este método de desnaturalización en vez de la 
desnaturalización por hervido puesto que las proteínas de membrana agregan. Estas 
proteínas forman complejos de alta masa molecular que dificultan la separación e 
identificación de las mismas. Mientras, se colocaron los geles en una cubeta con tampón de 
electroforesis (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y SDS 0,1% p/v). Una vez 
desnaturalizadas, las muestras se cargaron en los pocillos, así como un marcador de masa 
molecular preteñido (Low Range Prestained SDS-PAGE Standard, BioRad) para la posterior 
estimación de la masa molecular de las proteínas de interés. La electroforesis se desarrolló 
a voltaje constante (100 V), durante 2-4 h, según fuera el tamaño de la proteína de interés. 
Una vez desarrollada la electroforesis se procedió bien a la tinción del gel para visualizar las 
proteínas, bien a la transferencia de las proteínas a una membrana de PVDV. A menudo se 
realizaron dos geles idénticos, uno para la tinción y otro para la transferencia. 
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3.6.1.4 Detección de proteínas en geles SDS-PAGE 
Para visualizar las proteínas se tiñó el gel durante 12 h con azul de Coomassie (azul 
de Coomassie 0,025% p/v, etanol 45% v/v y ácido acético 6% v/v) y luego se decoloró 
durante 20 min para quitar el exceso de colorante con solución de desteñido (metanol 10% 
v/v y ácido acético 30% v/v). 
 
3.6.1.5 Detección inmunológica (Western blot) de proteínas 
Una vez separadas las proteínas mediante electroforesis, estas fueron transferidas a 
una membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno, Pall Corporation) mediante la aplicación 
de un campo eléctrico, en el equipo Mini Trans-Blot (BioRad) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Como la membrana es muy hidrofóbica se hidrató inicialmente en metanol y se 
lavó con tampón de transferencia. A continuación se colocó en la carpeta de transferencia 
junto al gel de electroforesis, entre dos esponjas planas y dos trozos de papel Whatman y se 
sumergió en la cubeta con tampón de transferencia frío (Tris-HCl 25 mM pH 7,5, glicina 
192 mM y metanol 20% v/v). Las proteínas se transfirieron con un voltaje constante de 
100 V durante 90 min. Tras la transferencia, la membrana se lavó con tampón TTBS (Tris-
HCl 25 mM pH 7,5, NaCl 0.9% p/v, Tween-20 0,05% v/v, BioRad) y se bloqueó a 4 ºC 
durante toda la noche en leche desnatada 5% p/v en el mismo tampón para evitar 
posteriores uniones inespecíficas del anticuerpo utilizado para la detección de las proteínas 
de interés. Al día siguiente se lavó la membrana con TTBS y se procedió a la incubación con 
el anticuerpo primario, durante 90 min en leche desnatada 1% p/v en tampón TTBS. Tras la 
incubación con el anticuerpo primario, se lavó de nuevo la membrana y se incubó con el 
anticuerpo secundario durante 90 min en leche desnatada 5% en tampón TTBS. Tras esta 
incubación, se lavó la membrana otra vez con TTBS. El anticuerpo secundario reconoce 
específicamente una región concreta del anticuerpo primario y está unido a la enzima 
peroxidasa de rábano (HRP) que cataliza una reacción quimioluminiscente.  
Los anticuerpos utilizados y sus diluciones se detallan en la tabla 3.14. La mayoría de los 
anticuerpos utilizados eran comerciales, excepto el anticuerpo anti-AtFAD8 que se generó a 
partir del péptido sintético LTTLQSPSEEDTER. Se eligió esta región porque se encuentra al 
inicio de la proteína AtFAD8, en una región extramembranosa pero después del péptido 
señal. Se generó en dos conejos y se realizó en el servicio comercial de Abyntek (Zamudio, 
España). El anticuerpo anti-GFP se utilizó para la detección de la proteína YFP, a la que 
también reconoce. 
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Anticuerpo 
contra 
primario/ 
secundario 
Huésped Nombre comercial Marca Dilución 
AtFAD8 primario conejo 
 
Abyntek 1:500 
GFP  primario conejo anti-GFP ab290 Abcam 1:2000 
RuBisCO primario pollo chicken anti-RbcL IgY(AS03 37)  Agrisera 1:10000 
HA primario ratón Monoclonal Anti-HA, clone HA7 Sigma-Aldrich 1:10000 
IgG de conejo secundario cabra anti-rabbit IgG peroxidase conjugate Sigma-Aldrich 1:20000 
IgY de pollo secundario conejo anti-chicken IgY peroxidase conjugate Agrisera 1:10000 
IgG de ratón secundario cabra anti-mouse IgG(H+L) HRP conjugate BioRad 1:1000 
 
Tabla 3.14 Anticuerpos utilizados en la técnica de inmunodetección y diluciones de trabajo a las que 
se han usado. 
 
El método de detección de proteínas utilizado se basa en la utilización de un sustrato 
quimioluminiscente (figura 3.13). Este método requiere la incubación de la membrana con el 
sustrato, que emitirá luminiscencia al ser expuesto a la enzima peroxidasa unida al 
anticuerpo secundario. La luz emitida es captada por una película autorradiográfica. Para la 
detección de proteínas, la membrana se incubó 5 min con el reactivo SuperSignal® West 
Pico Chemiluminiscent  Substrate (Thermo Scientific) y se expuso a continuación a una 
película de fotografía (CL-Xposure Blue X-Ray Film, Pierce) en una cámara oscura 
(HypercassetteTM, Amersham Biosciences) a diferentes tiempos de exposición (de 30 s a 
1 h) para obtener una señal adecuada. El revelado y fijado de la película se realizó con los 
siguientes reactivos de Kodak: revelador (T-Max Professional) y fijador (Polymax). La 
película revelada fue escaneada para su digitalización.  
 
Figura 3.13 Esquema de la técnica de Western blot y del método de detección por 
quimioluminiscencia. Imagen obtenida de Wikimedia (http://commons.wikimedia. 
org/wiki/File:Deteci%C3%B3n_quimioluminiscente.jpg). 
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3.6.1.6 Controles utilizados en la detección inmunológica de proteínas 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo no comercial anti-AtFAD8, generado 
a partir de un péptido sintético, se realizaron varios controles: 
Suero preinmune: es el suero del conejo utilizado en la producción del anticuerpo, antes de 
ninguna inmunización. Este suero se debe utilizar a modo de control como si fuera un 
anticuerpo primario, en la misma dilución y condiciones, para poder localizar las bandas 
inespecíficas de las proteínas que puedan ser reconocidas por el suero del conejo antes de 
ser inmunizado.  
Anticuerpo secundario: el revelado con anticuerpo secundario pretende establecer si existe 
alguna interacción entre el anticuerpo secundario y las proteínas de la muestra cargada en 
el gel. El revelado con el anticuerpo secundario se realizó incubando la membrana 
únicamente con este anticuerpo, en lugar de anticuerpo primario se incubó la membrana con 
1% p/v de leche en polvo desnatada en TTBS. 
 
3.6.2 Extracción y análisis de lípidos   
 El procesamiento y análisis de muestras de lípidos se realizó tanto en la Estación 
Experimental de Aula Dei-CSIC como en el Instituto de la Grasa-CSIC (laboratorio del Dr. 
José Manuel Martínez Rivas), en el curso de tres estancias cortas.  
 
3.6.2.1 Extracción de lípidos totales a partir de material vegetal 
Para la extracción de lípidos totales de hojas se utilizó un método descrito 
anteriormente (Bligh y Dyer, 1959) modificado. Se homogeneizaron 0,5 g de material vegetal 
fresco en mortero con N2 (l) y se congelaron a -80 °C hasta su uso. Para la extracción, a 
cada muestra se le añadieron 2 ml de cloroformo:metanol 1:2 (v/v), y se agitaron 
vigorosamente. Este proceso se repitió tres veces. Posteriormente se añadieron 3 ml de KCl 
0,7% (p/v), se agitó y centrifugó a 150g, durante 5 min. Se recogió la fase inferior lipídica, 
con ayuda de una pipeta Pasteur. Se realizó una segunda extracción de la fase superior 
acuosa con 3 ml de cloroformo del mismo modo y se volvió a recoger la fase inferior lipídica 
mezclándola con la obtenida en la centrifugación anterior. Se evaporaron los lípidos a 
sequedad, bajo una corriente de N2 (g) y se disolvieron en 1 ml de cloroformo. Se tomaron 
dos alícuotas de 150 µl (duplicados analíticos) para el análisis de ácidos grasos totales 
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(apartado 3.6.2.2). El resto (700 µl) se evaporó a sequedad para usos posteriores (TLC, 
apartado 3.6.2.4).  
 
3.6.2.2 Obtención de ésteres metílicos de ácidos grasos totales 
Para el análisis de la composición de ácidos grasos totales, éstos se transformaron 
en sus correspondientes ésteres metílicos mediante una reacción de transesterificación. Se 
utilizó el método de metilación en medio ácido descrito anteriormente por Garcés y Mancha 
(1993). Mediante esta reacción se consigue la metilación tanto de los ácidos grasos libres 
(AGL) como de los ácidos grasos que forman parte de los glicerolípidos. Las alícuotas de 
lípidos totales se evaporaron a sequedad bajo una corriente de de N2 (g) y se añadieron 3 ml 
de mezcla de metilar (metanol:tolueno:H2SO4, 88:10:2 v/v/v). En algunos casos se añadieron 
40 µl de ácido heptadecanoico (17:0), 0,1 µg/µl en metanol:tolueno (1:1 v/v) como patrón 
interno (apartado 3.6.2.6). Se incubaron las muestras en tubos de vidrio herméticamente 
cerrados, a 80 ºC durante 1 h y posteriormente se dejaron enfriar. Para la extracción de los 
ésteres metílicos formados se añadieron 5 ml de Na2SO4 6,7 % (p/v) y 1 ml de heptano. 
Después de agitar se centrifugaron las muestras a 1500g durante 2 min y se recogió la fase 
superior (1 ml aproximadamente). Se repitió este paso 2 ó 3 veces y se mezclaron las fases 
superiores en otro tubo para evaporar a sequedad bajo corriente de N2 (g). Esta fracción, 
conteniendo los ésteres metílicos de los ácidos grasos, se disolvió en 50-100 µl de heptano 
y se introdujo en viales con inserto de vidrio para ser analizado por cromatografía de gases 
(apartado 3.6.2.5).  
 
3.6.2.3 Extracción y metilación en un paso de ácidos grasos totales de 
levaduras 
Para el análisis de la composición de ácidos grasos totales de levaduras, estos se 
transformaron en sus correspondientes ésteres metílicos mediante una reacción de 
transesterificación en medio ácido similar a la descrita anteriormente para lípidos de plantas 
(Garcés y Mancha, 1993), modificada para cultivos de levaduras. Cuando el cultivo (25 ml) 
alcanzó la fase estacionaria (A600=3-4) se recogieron las células mediante centrifugación a 
1500g durante 10 min y se lavaron con agua destilada. Para la metilación se añadieron 
3,3 ml de mezcla de metilar (metanol:tolueno:DMP:H2SO4, 39:20:5:2) y 1 ml de heptano. El 
2,2-dimetoxipropano (DMP) se añade a muestras muy acuosas, con poca concentración de 
AG. Se incubaron las muestras en tubos de vidrio herméticamente cerrados, a 80 ºC durante 
1 h y posteriormente se dejaron enfriar. Se recogió la fase superior que contenía el heptano, 
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el tolueno y los ésteres metílicos de los ácidos grasos y se añadieron 5 ml de Na2SO4 6,7% 
(p/v). Después de agitar se centrifugaron las muestras a 1500g durante 5 min y se volvió a 
recoger la fase superior para evaporar a sequedad bajo una corriente de N2 (g). La fracción 
así obtenida se disolvió en 50-100 µl de heptano y se introdujo en viales con inserto de vidrio 
para ser analizado por cromatografía de gases (apartado 3.6.2.5). 
 
3.6.2.4 Separación de lípidos mediante cromatografía en capa fina 
La cromatografía en capa fina (TLC) es una técnica que permite la separación de 
mezclas complejas de lípidos en sus diferentes componentes en base a la distinta adsorción 
de los mismos en un soporte sólido (fase estacionaria) y a la diferente solubilidad en la fase 
líquida móvil. El desarrollo de la cromatografía se llevó a cabo en cubetas de vidrio cerradas, 
donde el disolvente asciende por el soporte sólido (placas de gel de sílice) por capilaridad, 
separando los diferentes lípidos de la mezcla en función de su polaridad. 
 
3.6.2.4.1 Cromatografía en capa fina monodimensional de lípidos polares 
La separación de las distintas clases de lípidos polares se llevó a cabo mediante 
TLC. Se tomaron las alícuotas anteriores de residuo seco de la extracción de lípidos totales, 
se resuspendieron en 700 µl y se tomaron 200 µl para cada duplicado analítico. Se cargaron 
las muestras en placas de gel de sílice (20x20, G60 Merck) previamente activadas durante 
1 h a 110 ºC. Se cargaron además patrones comerciales de PG, PC, MGDG, DGDG y SQ 
(Sigma) 10 mg/ml en cloroformo. La placa se desarrolló con cloroformo:acetona:metanol: 
acético:H20 50:20:10:10:5 (v/v/v/v/v) y las muestras migraron hasta que el frente alcanzó el 
borde superior de la placa (aproximadamente 2,5 h). Se reveló la placa con vapores de I2 
durante 1 min, ya que el I2 se une a los dobles enlaces de los ácidos grasos que componen 
los lípidos. Se identificaron las bandas de los distintos lípidos (MGDG, PG, DGDG, PC, 
figura 3.14) por comparación con la movilidad relativa (Rf) de los patrones y se marcaron 
con lápiz. Se separó la sílice que contenía los lípidos de la placa con ayuda de un bisturí o 
espátula y se recogió cada lípido en un tubo de vidrio para la posterior metilación-extracción 
tal y como se ha descrito anteriormente (apartado 3.6.2.3). 
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Figura 3.14 Cromatografía en capa fina. Tinción con vapores de I2. En la imagen se muestran dos 
patrones comerciales (PC y PG) y 4 muestras de hojas de A. thaliana en las que se identifican 4 
clases de lípidos polares (MGDG, PG, DGDG y PC). 
 
3.6.2.4.2 Cromatografía en capa fina bidimensional de lípidos polares 
Para poder analizar un mayor número de lípidos polares, se utilizó un protocolo de 
cromatografía en capa fina de alto rendimiento (HPTLC) bidimensional, capaz de discriminar 
los distintos lípidos polares: MGDG, DGDG, PG, PC, PE, PI, PA, PS y SQ (Hernández et al., 
2008). Se tomaron las alícuotas anteriores de la fracción seca de la extracción de lípidos 
totales. Se resuspendieron en 100 µl de cloroformo y se cargaron 50 µl en el extremo inferior 
derecho en dos placas (HPTLC Silica 60, 10x10, Merk) previamente activadas a 110 ºC 
durante 1 h. Para el primer desarrollo se añadió cloroformo:metanol:H20 65:25:4 (v/v/v) y se 
dejó migrar hasta que el frente alcanzó el borde superior de la placa. Después de secar la 
placa y rotarla 90º en sentido de las agujas del reloj, se realizó el segundo desarrollo 
utilizando como solvente cloroformo:acetona:metanol:ácido acético:H20 50:20:10:10:5 
(v/v/v/v/v) y una vez más se dejó migrar hasta que el frente alcanzó el extremo superior de la 
placa. Se reveló la placa con vapores de I2 durante 1 min y se marcaron las bandas de los 
distintos lípidos (MGDG, DGDG, PG, PC, PE, PI, PA, PS y SQ, figura 3.15). Los lípidos se 
identificaron por comparación con el Rf de patrones cargados anteriormente en el 
laboratorio. Se separó la sílice que contenía los lípidos de la placa con ayuda de un bisturí o 
espátula y se recogieron los duplicados de cada lípido en un mismo tubo de vidrio donde se 
llevó a cabo la posterior metilación-extracción, tal y como se ha descrito anteriormente 
(apartado 3.6.2.3). 
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Figura 3.15 Cromatografía en capa fina bidimensional de lípidos polares de una muestra de hojas de 
A. thaliana. En la imagen se muestra la separación de las distintas clases de lípidos polares (MGDG, 
DGDG, PG, PC, PE, PI, PA, PS y SQ) después de haber sido rascados de la placa con ayuda de una 
espátula. En el extremo inferior derecho se indica el punto donde se cargó la muestra y la dirección y 
orden de los dos desarrollos. 
 
3.6.2.5 Análisis de la composición de ácidos grasos mediante cromatografía 
gas-líquido 
Una vez obtenidos los ésteres metílicos de los ácidos grasos, éstos se analizaron 
mediante cromatografía gas-líquido (GLC), también llamada cromatografía de gases (GC). 
En esta técnica los compuestos que se quieren separar deben ser volatilizados y 
transportados por una corriente de gas inerte (fase móvil) a través de una columna que 
contiene la fase estacionaria líquida unida a un soporte sólido (Christie, 1982). El residuo 
seco de los ésteres metílicos de ácidos grasos totales, o de cada clase de lípido, se disolvió 
en 50-100 µl de heptano y se introdujo en viales con inserto de vidrio. Las muestras se 
analizaron en un cromatógrafo de gases modelo 7890A (Agilent Technologies), equipado 
con una columna capilar de sílice fundida de 30 m de longitud, 0,32 mm de diámetro interno 
y 0,2 µm de espesor de fase (Supelco) y con un detector de ionización de llama (FID). El gas 
portador utilizado fue el hidrógeno, con un flujo lineal de 1,34 ml/min y una relación de split 
de 1/50. La temperatura del inyector y del detector era de 220 °C y la del horno de 170 °C. 
El tiempo para cada análisis individual fue de 8 min. 
Para la identificación de los picos del cromatograma, se utilizaron patrones que contenían 
diferentes ácidos grasos conocidos, previamente transesterificados, como el aceite de 
girasol, el aceite de lino alto oleico o un extracto de espinaca (figura 3.16) y se compararon 
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SQ
1º
2º
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los tiempos de retención de los picos de las muestras con los identificados anteriormente 
con los patrones.  
 
Figura 3.16 Cromatogramas de los patrones con composición de ácidos grasos conocida: extracto de 
espinaca (16:0, 16:1, 16:2, 18:0, 16:3, 18:1, 18:2 y 18:3), aceite de lino alto oleico y aceite de girasol 
(16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2 y 18:3). 
 
3.6.2.6 Determinación del contenido graso usando un patrón interno  
Para poder determinar el contenido graso de una muestra o la cantidad neta de un 
determinado ácido graso, en algunos experimentos se utilizó el ácido heptadecanoico (17:0) 
como patrón interno, ya que se trata de un ácido graso que no se encuentra presente en las 
grasas de forma natural. 
Se añadió un volumen adecuado de 17:0 0,1 µg/µl en metanol:tolueno (1:1, v/v) a la muestra 
(aproximadamente un 20% del total de ácidos grasos) antes de ser procesada. Tras la 
extracción y metilación de los lípidos, se analizó la composición de ácidos grasos mediante 
GLC. El 17:0 presentó un tiempo de retención comprendido entre el 16:1 y el 16:2. A partir 
de la cantidad de muestra añadida inicialmente y del porcentaje de 17:0 obtenido se puede 
determinar la cantidad neta de cada uno de los ácidos grasos presentes y el contenido de 
lípidos totales de la muestra.  
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3.7 DETERMINACIÓN BIOQUÍMICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA LINOLEATO 
DESATURASA MICROSOMAL 
Para la determinación de la actividad linoleato desaturasa microsomal (FAD3) de 
soja se utilizó el método descrito para la determinación de la actividad oleato desaturasa 
microsomal (FAD2) de girasol (Garcés et al., 1992; García-Díaz et al., 2002) adaptado a la 
actividad linoleato desaturasa. Este experimento se llevó a cabo en el Instituto de la Grasa-
CSIC de Sevilla, en el laboratorio del Dr. José Manuel Martínez Rivas, en el curso de dos 
estancias realizadas en los periodos 02/05/12 - 27/07/12 y 11/02/13 - 24/03/13. El ensayo se 
basa en la incorporación de [1-14C]linoleil-CoA al 1-pamitil-sn-glicerol-3-fosfocolina (LPC) por 
acción de la lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT) presente en los microsomas y en la 
desaturación del mismo por acción de la FAD3 recombinante, si esta es activa, para dar 
lugar a [1-14C]linolenil-PC que puede ser detectado por emisión de radiactividad 
(figura 3.17).  
 
 
Figura 3.17 Esquema del ensayo para la determinación de la actividad linoleato desaturasa 
microsomal de soja. El asterisco (*) indica los compuestos radiactivos. 
 
 
 
 
 
 
+ HEPES/H2O/
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El protocolo modificado se explica a continuación.  
En primer lugar, se preparó la mezcla de ensayo detallada en la tabla 3.15.  
Reactivo 
Volumen o 
cantidad 
Concentración final 
HEPES pH 7,2, 2 M 5 µl 50 mM 
H2O 93 µl - 
Ascorbato de sodio 0,79 mg 20 mM 
NADH 0,14 mg 2 mM 
1-pamitil-sn-glicerol-3-fosfocolina 
(20 mM) en tampón 
0,5 µl 50 µM 
Linoleil-CoA (sal de litio) 20mM 1 µl 100 µM 
[1-14C]linoleil-CoA 0,1 mCi/ml 0,8 µl 180000 DPM (≈ 0.08 µCi) 
Volumen total 100 µl   
 
Tabla 3.15 Componentes de la mezcla de reacción utilizada para la determinación de la actividad 
enzimática linoleato desaturasa microsomal. 
 
Se realizaron repeticiones por duplicado de todas las muestras. Se añadieron 100 µl de 
microsomas o de extracto crudo de levaduras transformadas con GmFAD3A, GmFAD3B o 
GmFAD3C a la mezcla de ensayo que contenía [1-14C]linoleil-CoA (40-60 mCi/mmol, 
1,48-2,22 GBq/mmol; American Radiolabeled Chemicals) y después de agitar suavemente 
se incubó la reacción a 20-25 ºC con agitación constante (60 rpm) durante 1 h en tubos 
abiertos. Para detener la reacción se añadió 1 ml de cloroformo:metanol:ácido acético 
50:50:1 (v/v/v) y 0,2 ml de agua. Posteriormente, se agitaron vigorosamente y se 
centrifugaron a 12000g durante 2 min a temperatura ambiente. El [1-14C]linoleil-CoA no 
incorporado a PC por acción de la LPCAT queda en la fase superior acuosa. La fase inferior 
lipídica, que contiene el [1-14C]linoleil-CoA incorporado se recogió en otro tubo y se evaporó 
a sequedad bajo una corriente de N2 (g). Se disolvió esta fracción en 0,1 ml de cloroformo y 
0,9 ml de éter etílico y se tomaron 50 µlpara medir la radiactividad total incorporada a los 
lípidos en un contador de centelleo (Rackbeta II). Se tomaron, además, 2 alícuotas de 
50 µlde la mezcla de ensayo para medir en el contador de centelleo la radiactividad de 
partida. El resto de la muestra se aplicó a una columna preparada en una pipeta Pasteur con 
0,3 g de ácido silícico (Mallinckrodt) y previamente activada durante 1 h a 110 ºC. Se lavó la 
columna añadiendo 1 ml de éter etílico, 3 veces, de manera que en la columna quedaban 
retenidos los lípidos polares y en el lavado se arrastraban los lípidos neutros (AGL debidos a 
la tioesterasa, triacilgliceroles o TAG y DAG). Se tomaron 200 µlde los 3 ml eluídos para 
medir en el contador de centelleo la cantidad de radiactividad incorporada a lípidos neutros. 
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El resto se evaporó a sequedad bajo una corriente de N2 (g) y la sílice se secó pasando aire 
por la columna. Una vez secas ambas fracciones, se añadieron 20 µl de TAG de una mezcla 
de aceites vegetales (25 mg/ml), de manera que contenían 18:1, 18:2 y 18:3 en la misma 
proporción (para aumentar la masa de ácidos grasos a la hora de separarlos mediante TLC). 
Se añadieron además 4 ml de metano:tolueno:H2SO4 88:10:2 (v/v/v) y se incubaron las 
muestras a 80 ºC, durante 1 h.  
 
Para la extracción de los ésteres metílicos de los ácidos grasos, tanto de lípidos polares 
como de lípidos neutros, se añadieron 5 ml de Na2SO4 6,7 % (p/v) y 1 ml de heptano. 
Después de agitar, se centrifugaron las muestras a 1500g durante 2 min y se recogió la fase 
superior (1 ml aproximadamente). Se repitió este paso 2 veces mezclando las fases 
superiores en un solo tubo. Se tomaron 200 µl para medir la radiactividad final en cada 
muestra en el contador de centelleo y el resto se evaporó a sequedad bajo una corriente de 
N2 (g). Esta fracción se disolvió en un volumen adecuado de heptano (≈30 µl) para obtener 
5000-20000 DPM y se cargó en una placa de gel de sílice (20x20, G60 Merck) impregnada 
con AgNO3 10% (p/v) en acetonitrilo y activada a 110 ºC durante 1h. Tras el desarrollo de la 
placa con hexano:éter etílico 80:20 (v/v) se consigue la separación de los ácidos grasos 
según su grado de insaturación, ya que los iones Ag+ forman complejos de distinta 
estabilidad con los dobles enlaces (Christie, 1982).  
 
Se cuantificó el porcentaje de [1-14C]linoleico y [1-14C]linolénico de cada muestra por 
autorradiografía electrónica, utilizando un detector de radiactividad Instant Imager (Packard 
Instrument Co.). Para confirmar la identidad de las manchas radiactivas se visualizaron los 
ácidos grasos rociando la placa con H2SO4 y calentándola a 110 ºC.  
 
La medida de la radiactividad incorporada a lípidos se llevó a cabo en un contador de 
centelleo líquido LKB Wallac 1209 (Rackbeta), después de añadirles a las muestras 3 ml de 
líquido de centelleo (National Diagnostics) en un vial de cintilación y con un programa de 
detección de la radiactividad emitida por el 14C durante 4 min. Esta técnica se basa en el 
recuento de los centelleos que produce una muestra con agentes radiactivos al ser excitada 
por fluorescencia.  
 
La actividad FAD se expresa en nmol mg-1 h-1 y como  se detalla en la fórmula [1] para el 
cálculo de la actividad: 
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Siendo: 
AE: actividad específica, medida en nmol de 18:3 (mg de proteína) -1 h-1 
% [1-14C]18:3: porcentaje de [1-14C]linolénico formado en el ensayo y cuantificado mediante 
autorradiografía electrónica. 
DPM en LP: DPM en lípidos polares = DPM en fase lipídica inicial (cloroformo:éter) – DPM 
en fase éter 
AE del [1-14C]18:2-CoA (DPM nmol-1): Actividad específica del [1-14C]linoleil-CoA que es de 
55 mCi mmol-1 = 121000 DPM nmol-1 
mg prot.: cantidad de proteína en el ensayo 
Tinc: tiempo de incubación medido en h 
 
3.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Los resultados presentados en este trabajo proceden de la media de tres 
repeticiones biológicas con dos determinaciones analíticas por experimento. En los casos en 
los que no fue posible obtener tres repeticiones se indica en sus apartados 
correspondientes. Para comparar tratamientos se aplicó el análisis de la varianza (ANOVA) 
y las diferencias entre las medias fueron comprobadas con el test de rango múltiple de 
Duncan. Se llevó a cabo el análisis estadístico con el programa Statgraphics Plus de 
Windows 2.1, con un nivel de significancia de 0,05. 
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4. RESULTADOS  
 
4.1 CONTRIBUCIÓN DE LOS GENES DE LAS ω3 DESATURASAS DE ÁCIDOS 
GRASOS A LA RESPUESTA AL FRÍO EN SOJA 
4.1.1 Efecto de las bajas temperaturas sobre la composición de ácidos grasos en 
hojas de soja  
Para analizar el efecto de la temperatura sobre la actividad ω3 desaturasa en soja 
(Glycine max) se cultivaron plantas durante 19 días (plantas maduras) a temperatura 
control (24 ºC). Antes del tratamiento de frío se recogió una muestra de hojas trifoliares 
como control y a partir de ese momento, las plantas se expusieron a 5 ºC durante 24, 48 y 
72 h. Tras su exposición a las bajas temperaturas, las plantas fueron sometidas a un 
tratamiento de recuperación consistente en su exposición a 24 ºC durante 3 días, 
momento en el que se volvieron a tomar muestras para el análisis de ácidos grasos y de 
expresión. 
En primer lugar, se analizó la composición de ácidos grasos totales extraídos de las hojas 
trifoliares (figura 4.1). En las hojas maduras de las plantas control, el ácido graso 
mayoritario encontrado fue el ácido linolénico (18:3), con un porcentaje del 60% de los 
ácidos grasos totales. Estos niveles de 18:3 son consistentes con los previamente 
descritos en la literatura en plantas de soja (Andreu et al., 2010). Tras la exposición de las 
plantas a 5 ºC, se detectaron pequeños incrementos, aunque estadísticamente 
significativos, en los porcentajes de ácido palmítico (16:0), ácido oleico (18:1) y ácido 
linoleico (18:2), después de 24-48 h de exposición a las bajas temperaturas (figura 4.1). 
En el caso del ácido graso 18:3, se producía una disminución inicial de sus niveles a las 
24 h de exposición al frío, seguida de un incremento de entre 5-8%, a las 72 h. Este 
incremento del nivel de 18:3 se encontraba en el rango del observado en experimentos 
similares realizados en plantas de soja (Heppard et al., 1996; Li et al., 2007). El análisis de 
la varianza (ANOVA) de los resultados indicó que el incremento en el nivel de 18:3 a las 
72 h de exposición al frío era significativo respecto a los resultados a las 24 o 48 h. Sin 
embargo, no había diferencias significativas en los niveles de 18:3 entre las plantas 
control y las expuestas durante 72 h a bajas temperaturas. Los incrementos en los ácidos 
grasos 16:0, 18:1 y 18:2 a las 24-48 h, precedían al incremento de 18:3 tras 72 h de 
exposición al frío (figura 4.1). Tras el tratamiento de recuperación, tanto los niveles de 
18:3 como los del resto de ácidos grasos, volvían a alcanzar los niveles normales de la 
planta control (figura 4.1).  
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Figura 4.1 Efecto de la exposición a las bajas temperaturas (5 ºC) en la composición de ácidos 
grasos de los lípidos totales de hojas de soja. Los ácidos grasos totales fueron extraídos de hojas 
de plantas cultivadas a temperatura control, después de la exposición a 5 ºC durante 24 (F24 h), 48 
(F48 h) y 72 h (F72 h) y tras la recuperación a 24 ºC durante 4 días más (Rec). La composición de 
ácidos grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos proceden de la media de 
tres repeticiones biológicas y dos técnicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos de temperatura (P < 0,05). 
 
4.1.2 Efecto de las bajas temperaturas sobre la expresión de los genes de las ω3 
desaturasas en hojas de soja  
Tras el análisis de la composición de los ácidos grasos se decidió correlacionar las 
diferencias encontradas en los distintos puntos del tratamiento con la expresión de los 
genes de las ω3 desaturasas mediante PCR semicuantitativa. Como se ha mencionado 
anteriormente esta técnica supone una alternativa al análisis por PCR cuantitativa dado 
que la existencia de familias multigénicas de las desaturasas de plantas resulta en una 
elevada homología entre los genes de las mismas y dificulta el diseño de cebadores 
específicos. Este problema es particularmente relevante en el caso de la soja. Aunque la 
expresión de las ω3 desaturasas ha sido ampliamente estudiada en relación con las bajas 
temperaturas en varias especies, no se encuentran muchos datos en la literatura sobre las 
ω3 desaturasas de soja y su relación con el frío. Los estudios en la expresión de las 
desaturasas reticulares de soja tras la exposición a las bajas temperaturas se han 
centrado en las enzimas FAD2 (Heppard et al., 1996; Li et al., 2007).    
Como paso previo al análisis del efecto de las bajas temperaturas sobre las ω3 
desaturasas en soja, se decidió examinar la expresión de un gen sensible al frío, 
GmSCOF-1, como control interno de respuesta a las bajas temperaturas, en las 
condiciones experimentales estudiadas en este trabajo. El gen GmSCOF-1 codifica un 
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factor de transcripción de la familia C2H2 de proteínas en dedos de zinc y se activa 
intensamente en soja tras la exposición a las bajas temperaturas (Kim et al., 2001), por lo 
que es un buen marcador de la respuesta al frío a nivel molecular. Tal y como se muestra 
en la figura 4.2 A, se encontró que la expresión del gen GmSCOF-1 aumentaba tras la 
exposición a las bajas temperaturas (5 ºC), incluso de manera importante tras 24 h de 
exposición al frío, y volvía a disminuir una vez que se sometían las plantas de nuevo a 
temperaturas control. Este resultado indicaba que, en nuestras condiciones 
experimentales y a pesar de que no se detectaron cambios importantes en la composición 
de ácidos grasos trienoicos, se inducía la respuesta al frío a nivel transcripcional. 
 
Figura 4.2 A Expresión de los genes de las ω3 desaturasas en hojas maduras de plantas de soja 
cultivadas a 24 ºC (C), a 5 ºC durante 24, 48 y 72 h, y después de la recuperación a 24 ºC (Rec). El 
gen GmSCOF-1 se utilizó como control interno de la expresión inducida por frío y el gen de la 
ACTINA como gen de referencia. B Expresión relativa de los genes de las ω3 desaturasas 
normalizados con el gen de la ACTINA y con la expresión del control, a la que se considera 1. Los 
datos proceden de la media de dos repeticiones biológicas. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos de temperatura (P < 0,05). *, GmFAD3A-T. 
 
A continuación, se analizó la expresión de los genes que codifican las ω3 desaturasas de 
soja. En cuanto a las ω3 desaturasas reticulares, los cebadores utilizados (tabla 3.7) 
amplificaban tanto el gen GmFAD3A (Glyma14g37350) como GmFAD3B (Glyma02- 
g39230), puesto que estos genes tienen una identidad de 0,936. Se detectó un ligero 
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incremento en la cantidad de los transcritos GmFAD3A+B en trifolios maduros tras la 
exposición al frío (figura 4.2). La digestión con la enzima Van91 (PflMI), que permitía la 
diferenciación de ambos transcritos (Andreu et al., 2010), mostró que el incremento 
encontrado tras la exposición a las bajas temperaturas se debía, principalmente, al 
aumento de la expresión de GmFAD3A. El transcrito de GmFAD3A aumentaba entre 2 y 3 
veces según la cuantificación relativa (figura 4.2 B). Este incremento desaparecía tras 3 
días de recuperación a temperatura control, indicando que el aumento de la expresión del 
gen GmFAD3A era específico de frío (figura 4.2). Durante el análisis de expresión de los 
genes GmFAD3A y GmFAD3B se observó que se amplificaba una banda de menor 
tamaño con los cebadores específicos de GmFAD3A+B, únicamente en condiciones de 
bajas temperaturas (figura 4.2 A*). Como se verá en el apartado 4.2.5, esta banda resultó 
corresponder a una forma truncada del gen GmFAD3A (GmFAD3A-T).  
En el genoma de soja se han encontrado otras secuencias que podrían corresponder a 
genes GmFAD3 diferentes de GmFAD3A y GmFAD3B. En este trabajo se ha estudiado 
también el gen GmFAD3C (Glyma18g06950), cuya identidad con los genes GmFAD3A y 
GmFAD3B es de 0,753 y 0,754, respectivamente. Se ha descrito una cuarta secuencia 
(GmFAD3-2b, Glyma11g27190), con una identidad de 0,958 con el gen GmFAD3C. La 
expresión de esta isoforma del gen GmFAD3C se ha descrito únicamente en los primeros 
estadios de la semilla en desarrollo y a niveles muy bajos (Anai et al., 2005), por lo que no 
fue incluida en el estudio de las desaturasas reticulares.  
 
Figura 4.3 Expresión de los genes GmFAD3C (A) y GmFAD8-1 y GmFAD8-2 (B) en distintos 
tejidos de plantas de soja: flor, hoja, tallo, raíz o semilla. El gen de la ACTINA se utilizó como gen 
de referencia. 
 
El gen de la ω3 desaturasa reticular GmFAD3C se detectó en raíces, hojas, tallos, flores y 
semillas maduras, indicando que el gen GmFAD3C se expresaba en todos los tejidos de 
soja analizados, incluso a temperatura control (figura 4.3 A). Curiosamente no se 
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obtuvieron cambios significativos en su expresión en las condiciones de temperatura 
estudiadas (figura 4.2).  
En cuanto a las ω3 desaturasas plastidiales, primero se analizó la expresión de los genes 
GmFAD7-1 (Glyma18g43210) y GmFAD7-2 (Glyma07g18350). La expresión del gen 
GmFAD7-1 no se veía alterada en respuesta a las bajas temperaturas (figura 4.2). Sin 
embargo, la expresión del gen GmFAD7-2 mostraba un aumento significativo transitorio 
tras 24 h de exposición al frío (5 ºC). Este aumento decrecía progresivamente con el 
tiempo de exposición a la baja temperatura (48 y 72 h), alcanzando los niveles del control 
tras 4 días de recuperación a 24 ºC. Se detectó, también, una banda de tamaño superior a 
las 24 h del tratamiento de frío (figura 4.2) pero resultó ser un artefacto debido a la unión 
inespecífica del cebador 3’ del gen GmFAD7-2. 
En soja existen dos genes GmFAD8: GmFAD8-1 (Glyma01g29630) y GmFAD8-2 
(Glyma03g07570). Los transcritos de ambos genes GmFAD8 estaban presentes en 
grandes cantidades en las hojas de soja a temperatura control (figura 4.2). De hecho, 
ambos transcritos fueron detectados en raíces, hojas, tallos, flores y semillas maduras, 
indicando que ambos genes GmFAD8 se expresan en todos los tejidos de soja 
analizados, incluso a temperatura control (figura 4.3 B). No se encontraron modificaciones 
de los transcritos de los genes GmFAD8-1 y GmFAD8-2 tras la exposición a las bajas 
temperaturas (figura 4.2). Cabe señalar que en la amplificación del gen GmFAD8-1 en 
hojas trifoliares maduras aparecía una banda de menor tamaño. Se detectó esta banda en 
todos los tejidos analizados (figura 4.3 B),  tanto en condiciones control como tras la 
exposición al frío (figura 4.2), por lo que su acumulación no era específica de la 
temperatura. La naturaleza de esta banda se detalla en el apartado 4.1.5.  
En conclusión, el análisis transcripcional de los genes que codifican las ω3 desaturasas 
en soja reveló un incremento de la transcripción de los genes GmFAD3A y GmFAD7-1 en 
respuesta al frío, mientras que en el resto de los genes no se detectaron cambios 
significativos en sus niveles de mRNA. Concomitantemente al incremento de la 
transcripción del gen GmFAD3A en respuesta a la baja temperatura se detectó la 
presencia de una forma truncada de este gen (GmFAD3A-T) 
 
4.1.3  Efecto de las bajas temperaturas sobre la composición de ácidos grasos en 
cultivos celulares de soja   
 El análisis de ácidos grasos y de la expresión de las ω3 desaturasas en relación a 
las bajas temperaturas, mostrado anteriormente, se centró en hojas trifoliares maduras. 
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Debido a la duración del experimento no era posible analizar el efecto de la temperatura 
en trifolios jóvenes en desarrollo (1-3 días), ya que se hace muy difícil diferenciar los 
cambios en los niveles de 18:3 producidos por la respuesta al frío de los originados 
durante la maduración de la hoja. Estos últimos han sido descritos anteriormente tanto en 
plantas de Arabidopsis (Horiguchi et al., 1996) como de soja (Lagunas et al., 2013). 
En un intento de analizar el efecto de las bajas temperaturas sobre material joven, se 
decidió comparar los resultados obtenidos en hojas de soja maduras con experimentos 
similares llevados a cabo en cultivos de suspensiones de células fotosintéticas de soja. 
Esto permitiría separar el efecto del desarrollo o de la diferenciación tisular del efecto de la 
respuesta al frío. Las suspensiones de células fotosintéticas son un buen sistema modelo 
ya que se comportan de forma similar a las células de mesófilo de la hoja joven (Rogers et 
al., 1987). Estas células han sido previamente utilizadas para estudiar la síntesis de 
ácidos grasos de soja, encontrándose cantidades de fosfolípidos o galactolípidos similares 
a las células de la hoja (MacCarthy y Stumpf, 1980; Martin et al., 1984). 
En la figura 4.4 se muestra la composición de ácidos grasos de los lípidos totales 
extraídos de las suspensiones celulares cultivadas durante 3 semanas a temperatura 
control (24 ºC), expuestas a bajas temperaturas (5 ºC) durante 24, 48 y 72 h, o sometidas 
a recuperación (24 ºC, 3 días).  
 
Figura 4.4 Efecto de la exposición a las bajas temperaturas en la composición de ácidos grasos de 
los lípidos totales de suspensiones celulares de soja. Los ácidos grasos totales fueron extraídos de 
suspensiones celulares cultivadas a temperatura control (C), después de la exposición a 5 ºC 
durante 24 (F24 h), 48 (F48 h) y 72 h (F72 h) y tras la recuperación a 24 ºC durante 4 días más 
(Rec). La composición de ácidos los grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos 
proceden de la media de tres repeticiones biológicas y dos técnicas. Letras distintas indican 
diferencias significativas entre tratamientos de temperatura (P < 0,05). 
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La composición de ácidos grasos de las células control era similar a la descrita 
anteriormente para cultivos celulares de soja (Rogers et al., 1987; Collados et al., 2006), 
así como en hojas trifoliares jóvenes (3-7 días) de soja (Lagunas et al., 2013). Tal y como 
ocurría en las hojas, el 18:3 constituye el ácido graso más abundante, y representa el 50% 
de los ácidos grasos totales (figura 4.4). Tras la exposición a bajas temperaturas, apenas 
se observaron cambios en la composición de ácidos grasos de los cultivos. Únicamente, 
se observó un pequeño cambio, aunque significativo, en el nivel de 18:1 a las 72 h de 
exposición al frío (figura 4.4), que venía acompañado de una ligera disminución del nivel 
de 18:3 (< 5%). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en cultivos de 
suspensiones celulares de soja similares a los nuestros, en los que se monitorizó la 
actividad desaturasa utilizando los ácidos grasos [1-14C]oleico y [1-14C]linoleico, en un 
rango de temperatura de entre 15 y 35 ºC (MacCarthy y Stumpf, 1980). Cabe señalar que 
el incremento de 18:1 a las 72 h era similar al observado en hojas de soja a las 24 h de 
exposición a bajas temperaturas (figura 4.2). Finalmente, la reexposición de las células a 
24 ºC, durante 3 días, restauró los niveles de los ácidos grasos al nivel de las células 
control (figura 4.4). 
 
4.1.4 Efecto de las bajas temperaturas sobre la expresión de los genes de las ω3 
desaturasas en suspensiones celulares de soja  
Al igual que en hojas trifoliares de soja, se examinó la expresión de los genes que 
codifican las ω3 desaturasas en suspensiones de células fotosintéticas en respuesta al 
frío. En primer lugar se analizó la expresión del gen GmSCOF-1, como control interno de 
la respuesta transcripcional al frío. Como se muestra en la figura 4.5, la expresión del gen 
GmSCOF-1 aumentaba tras la exposición de los cultivos celulares a 5 ºC, desde las 
primeras 24 h de exposición a las bajas temperaturas. Al igual que ocurría en las plantas 
(figura 4.2 A) la expresión del gen GmSCOF-1 disminuía después de la recuperación de 
las células a 24 ºC. Este resultado sugiere que, como ocurría en las hojas trifoliares de 
plantas maduras, en las suspensiones celulares también se inducía la respuesta a las 
bajas temperaturas, al menos a nivel transcripcional. 
Posteriormente se analizó la expresión de las ω3 desaturasas de soja en los cultivos 
celulares. La exposición al frío provocaba un incremento de los transcritos de 
GmFAD3A+B en las suspensiones celulares (figura 4.5). La digestión con Van91 (PflMI) 
mostró unos resultados similares a los de las hojas de soja, es decir, el incremento de los 
transcritos de GmFAD3A+B se debía, principalmente, al aumento del transcrito de 
GmFAD3A y revertía al volver a exponer las células a 24 ºC (figura 4.5). De nuevo, la 
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expresión de los genes GmFAD3A+B venía acompañada de la aparición de una banda de 
menor tamaño que sólo se acumulaba tras la exposición a 5 ºC. Este transcrito no se 
encontraba en las células control ni en las células tras la recuperación a 24 ºC (figura 4.5), 
indicando que su acumulación es específica de frío. Al contrario de lo que ocurría en 
trifolios maduros, cabe señalar que no se detectó expresión del gen GmFAD3C en 
suspensiones celulares (resultados no mostrados), ni siquiera a temperatura control. El 
comportamiento de las ω3 desaturasas reticulares GmFAD3A y GmFAD3B en cultivos 
celulares era similar al detectado en trifolios maduros, con la diferencia de que el 
incremento en su expresión aparecía con cierto retraso en las suspensiones celulares 
respecto a las hojas de soja (figuras 4.2 y 4.5). 
 
Figura 4.5 A Expresión de los genes de las ω3 desaturasas en cultivos de células fotosintéticas de 
soja cultivadas a 24 ºC (C), a 5 ºC durante 24, 48 y 72 h, y después de la recuperación a 24 ºC 
(Rec). El gen GmSCOF-1 se utilizó como control interno de la expresión inducida por frío y el gen 
de la ACTINA como gen de referencia. B Expresión relativa de los genes de las ω3 desaturasas 
normalizados con el gen de la ACTINA y con la expresión del control, a la que se considera 1. Los 
datos proceden de la media de dos repeticiones biológicas. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos de temperatura (P < 0,05). *, GmFAD3A-T. 
 
En cuanto a las ω3 desaturasas plastidiales (GmFAD7-1, GmFAD7-2, GmFAD8-1 y 
GmFAD8-2) no se observó ningún cambio notable en su expresión tras la exposición a 
bajas temperaturas en las suspensiones celulares (figura 4.5). 
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4.1.5 Análisis de las variantes de procesamiento alternativo de los genes de las ω3 
desaturasas de soja 
Durante el análisis de expresión de los genes que codifican las ω3 desaturasas de 
soja en respuesta a las bajas temperaturas, se detectaron bandas de transcritos de menor 
tamaño amplificadas con los cebadores de los genes GmFAD8-1 y GmFAD3A+B. Para 
analizar con detalle su origen, estas bandas se purificaron, se clonaron en el vector 
pGEM®-T Easy y se secuenciaron.   
En el caso del gen GmFAD8-1, el análisis de la banda de menor tamaño reveló que la 
única diferencia entre ambas bandas era el procesamiento de un fragmento de 130 
nucleótidos presente en la región 5’ UTR, a 5 pares de bases (pb) por delante del codón 
de inicio (ATG) del gen GmFAD8-1 (figura 4.6). La eliminación de este fragmento podría 
estar relacionada con el control de la traducción del mRNA del gen GmFAD8-1 por 
supresión de alguna secuencia reguladora presente en ese fragmento. Nuestros 
resultados indican que este mecanismo de procesamiento o splicing alternativo operaba 
independientemente de la temperatura, ya que se detectó la secuencia más corta tanto a 
temperatura control como a bajas temperaturas. 
 
Figura 4.6 Diagrama esquemático del mecanismo de procesamiento o splicing alternativo 
propuesto para la isoforma de GmFAD8-1. Se muestran los codones de inicio (ATG) y STOP 
(TAA), así como los cebadores utilizados para la amplificación (flechas horizontales).  
 
También se analizó la naturaleza de la banda encontrada en el análisis de los transcritos 
GmFAD3A+B a bajas temperaturas. Esta banda correspondía a una forma truncada del 
gen GmFAD3A (a la que denominamos GmFAD3A-T), que presentaba una deleción de 
138 nucleótidos con respecto al gen GmFAD3A (figura 4.7 A). Esto se traduce en una 
deleción de 47 aminoácidos con respecto a la proteína GmFAD3A (figura 4.7 B). Se 
compararon las secuencias de GmFAD3A-T, amplificada a partir de cDNA, y la del DNA 
genómico (gDNA) completo del gen GmFAD3A (Glyma14g37350) obtenida de la base de 
datos Phytozome. Se observó que el transcrito de GmFAD3A-T se originaba mediante un 
mecanismo de procesamiento alternativo del gen GmFAD3A, que eliminaba el exón 7, 
uniendo los exones 6 y 8 (figura 4.7 A). 
ATG TAA
GmFAD8-1
ATG TAA
GmFAD8-1
130 pb
5’ UTR
5’ UTR
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Figura 4.7 A Diagrama esquemático del mecanismo de procesamiento o splicing alternativo 
propuesto para la isoforma GmFAD3A-T. Los recuadros numerados representan exones y las 
líneas con numeración romana intrones. También se muestran los codones de inicio (ATG) y STOP 
(TGA), así como los cebadores utilizados para la amplificación (flechas horizontales). La imagen se 
ha adaptado de Román et al. (2012). B Alineamiento de las secuencias de las proteínas GmFAD3A 
y GmFAD3A-T. En fondo negro se muestran los aminoácidos idénticos. Los guiones indican la 
región eliminada por el mecanismo de procesamiento alternativo en la forma truncada. Las cajas 
de histidinas de los sitios activos de la enzima se muestran subrayadas. 
 
Este resultado indicaba que el frío inducía un mecanismo de procesamiento alternativo del 
gen GmFAD3A que podría producir una forma truncada de la proteína GmFAD3A. La 
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Splicing de exones
E44E1E1 E5 E8E2 E36 6
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GmFAD3A     1   MVKDTKPLAYAANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKNPWRSLSYVLRDVLVIAALMAAASH 70   
GmFAD3A-T   1   MVKDTKPLAYAANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKNPWRSLSYVLRDVLVIAALMAAASH 70   
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GmFAD3A     71  FNNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPFLNSLVGHILHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHG 140  
GmFAD3A-T   71  FNNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPFLNSLVGHILHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHG 140  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GmFAD3A     141 HIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLFVYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSNLFPPSERKGIAI 210  
GmFAD3A-T   141 HIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLFVYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSNLFPPSERKGIAI 210  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GmFAD3A     211 STLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYRGKEWSYLRGGLT 280  
GmFAD3A-T   211 STLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYRGK---------- 270  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GmFAD3A     281 TVDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATQAAKSVLGEYYREPERSAPLPFHLIKYLIQSMR 350  
GmFAD3A-T   270 ------------------------------------TQAAKSVLGEYYREPERSAPLPFHLIKYLIQSMR 304  
 
                        360       370        
                ....|....|....|....|....|. 
GmFAD3A     351 QDHFVSDTGDVVYYQTDSLHLHSHRD 376  
GmFAD3A-T   305 QDHFVSDTGDVVYYQTDSLHLHSHRD 330  
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deleción detectada en la secuencia de esta proteína eliminaría una de las tres cajas de 
histidinas necesarias para la actividad enzimática de las desaturasas (Shanklin et al., 
1994). Curiosamente, el extremo C-terminal de la forma truncada era idéntico al de la 
proteína madura GmFAD3A (figura 4.7), de modo que se encontraban presentes en la 
forma truncada todos los elementos necesarios para el anclaje e inserción de la proteína a 
la membrana. 
Se realizó una búsqueda exhaustiva en las bases de datos y se encontró que, al menos 
en A. thaliana, también se detectaba una isoforma truncada del gen AtFAD3. En el caso 
de A. thaliana ésta era generada mediante un mecanismo de splicing por retención de 
intrón. El intrón 6 era retenido y a 38 nucleótidos del final del exón 6 aparecía un codón 
stop truncando la proteína (figuras 4.8 y 4.9 B). Curiosamente, y a pesar de utilizar un 
mecanismo de procesamiento alternativo distinto, la proteína truncada de A. thaliana era 
muy similar a la proteína truncada de soja. La AtFAD3-T carecía del mismo fragmento que 
GmFAD3A-T, eliminando la tercera caja de histidinas, pero también carecía de los 
elementos de anclaje a la membrana, presentes en el extremo C-terminal de la proteína. 
 
Figura 4.8 Alineamiento de las secuencias de las proteínas AtFAD3 y AtFAD3-T. En fondo negro 
se muestran los aminoácidos idénticos. Los guiones indican la región eliminada por splicing en la 
forma truncada. Las cajas de histidinas de los sitios activos de la enzima se muestran subrayadas. 
 
Se realizaron ensayos de PCR para detectar la isoforma AtFAD3-T en muestras de 
A. thaliana cultivadas a 24 ºC, a 5 ºC y recuperadas posteriormente a 24 ºC durante 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3    1   DKRLSLSLFSLSLPLSPAMVVAMDQRTNVNGDPGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSP 70   
AtFAD3-T  1   DKRLSLSLFSLSLPLSPAMVVAMDQRTNVNGDPGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSP 70   
 
                       80        90       100       110       120       130       140         
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3    71  LRSMSYVVRDIIAVAALAIAAVYVDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGHIL 140  
AtFAD3-T  71  LRSMSYVVRDIIAVAALAIAAVYVDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGHIL 140  
                                                                 
                      150       160       170       180       190       200       210       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3    141 HSFILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPMLAYPLYLCYRSPG 210  
AtFAD3-T  141 HSFILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPMLAYPLYLCYRSPG 210  
 
                      220       230       240       250       260       270       280       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3    211 KEGSHFNPYSSLFAPSERKLIATSTTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVLKVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHH 280  
AtFAD3-T  211 KEGSHFNPYSSLFAPSERKLIATSTTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVLKVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHH 280  
 
                      290       300       310       320       330       340       350       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3    281 HGHDEKLPWYRGKEWSYLRGGLTTIDRDYGIFNNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVDATKAAKHVLGRY 350  
AtFAD3-T  281 HGHDEKLPWYRGK--------------------------------------------------------- 293  
 
                      360       370       380       390       400     
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
AtFAD3    351 YREPKTSGAIPIHLVESLVASIKKDHYVSDTGDIVFYETDPDLYVYASDKSKIN 404  
AtFAD3-T  293 ------------------VSKIKYICFVTEN----------------------- 306  
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4 días, al igual que se había hecho en soja. Con los cebadores que amplificaban el gen 
entero no se encontró la isoforma truncada, por lo que se diseñó un cebador 5’ específico 
del intrón retenido (intrón 6) (tabla 3.6 del apartado de Materiales y métodos). 
Curiosamente, se amplificaron dos fragmentos (figura 4.9 A), que se clonaron y 
secuenciaron. Estos fragmentos correspondían a la forma truncada descrita 
anteriormente, en la que se retenía el intrón 6 (AtFAD3-T1) y una segunda forma que 
retenía los exones 6 y 7 (AtFAD3-T2) (figura 4.9 B). La segunda isoforma era compatible 
con un fragmento de gDNA del gen AtFAD3. Debido al tratamiento DNasa que se 
realizaba tras la extracción de RNA y la posterior comprobación, mediante PCR, de la 
ausencia de contaminación del mRNA con gDNA, se consideró que podría ser una 
segunda isoforma que, en cualquier caso, daría lugar a la misma proteína truncada. De 
todos modos, la isoforma truncada AtFAD3-T no parecía tener relación con la exposición a 
las bajas temperaturas, puesto que se encontró, incluso en mayor concentración, a 
temperatura control (figura 4.9 A). 
 
Figura 4.9 A Expresión de la isoforma AtFAD3-T mediante PCR. B Diagrama esquemático de los 
mecanismos de splicing alternativo propuestos para las isoformas AtFAD3-T1 y AtFAD3-T2. Los 
recuadros numerados representan exones y las líneas con numeración romana intrones. También 
se muestran los codones de inicio (ATG) y STOP (TGA), así como los cebadores utilizados para su 
amplificación (flechas horizontales). Se utilizó un cebador 5’ específico del intrón 6. 
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4.2 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LAS ω3 DESATURASAS RETICULARES 
DE SOJA 
4.2.1 Efecto de la temperatura sobre el contenido de ácido linolénico en células de 
Saccharomyces cerevisiae que sobreexpresan genes GmFAD3 de soja 
Las levaduras han sido ampliamente utilizadas como sistema de expresión 
heteróloga para estudiar la funcionalidad de las ω3 y ω6 desaturasas reticulares de 
plantas, ya que poseen el sistema de transporte de electrones (citocromo b5 y citocromo b5 
oxidorreductasa como donadores de electrones) requeridos por las desaturasas 
microsomales (Los y Murata, 1998; Dyer et al., 2001). La acumulación de lípidos (sustrato 
y producto, 18:2 y 18:3, respectivamente en nuestro caso) es posible debido al bajo nivel 
de β-oxidación en células de Saccharomyces cerevisiae, en presencia de una fuente de 
carbono apropiada (Kunau et al., 1987). Teniendo en cuenta las características de la 
técnica de expresión en S. cerevisiae, las posibles diferencias entre la actividad de las 
distintas desaturasas, con relación a la temperatura, se deberían a factores meramente 
post-traduccionales tales como la estabilidad térmica de las enzimas, el aumento de la 
actividad por cambios conformacionales de la proteína, o el aumento de la traducción de 
la proteína. 
Dadas las diferencias en la expresión de GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3C en 
respuesta a las bajas temperaturas, y en ausencia de un anticuerpo contra las proteínas 
GmFAD3, se examinó el efecto de la temperatura sobre la actividad de estas proteínas, 
utilizando el sistema de expresión en levaduras. Se decidió analizar, además, la isoforma 
truncada (GmFAD3A-T) para confirmar si ésta era funcional. A pesar de que GmFAD3A-T 
carecía una de las cajas de histidinas descritas como esenciales para su funcionamiento 
(Shanklin et al., 1994), varios factores planteaban la duda razonable de su funcionalidad. 
Éstos eran, por un lado, la aparición de una isoforma similar en otra especie (A. thaliana). 
Por otro lado, la isoforma de soja conservaba el dominio de anclaje a la membrana y se 
expresaba tras la exposición de las plantas al frío. Además, otras desaturasas solubles 
(FAB2, Shanklin y Cahoon, 1998) y de membrana (FAD4, Gao et al., 2009) poseen sólo 2 
motivos de unión a hierro en su centro activo, con la siguiente estructura: EX2H / EX2H y 
HX3H / HX2HH, respectivamente.  
Se expresaron estas cuatro isoformas de GmFAD3 (A, B, C y A-T) en S. cerevisiae bajo el 
control del promotor inducible por galactosa del vector pYES2 y del promotor constitutivo 
ADH1 del vector pVT102U (Vernet et al., 1987). La utilización de un promotor inducible 
consigue mayores niveles de expresión y por lo tanto mayores niveles de actividad 
(producción de 18:3 en nuestro caso). Esto es importante para la determinación de la 
 116 
actividad de una enzima in vitro. Sin embargo, con el uso de un promotor constitutivo, al 
ser la expresión de los genes más moderada, se aprecian mejor los efectos debidos a la 
regulación del gen, en nuestro caso, por efecto de la temperatura. Consideramos que la 
elección de dos vectores con dos promotores distintos aportaría datos más amplios en la 
caracterización de la enzima FAD3. 
Los cultivos se suplementaron con 18:2, se cultivaron a 30 ºC (temperatura óptima de 
crecimiento de las levaduras) y se analizó la composición de ácidos grasos, tal y como se 
describe en el apartado de Materiales y métodos. En la tabla 4.1 se muestra la 
composición de ácidos grasos de las levaduras transformadas con las construcciones de 
GmFAD3A, GmFAD3B, GmFAD3C y GmFAD3A-T en los vectores pYES2 (inducible) y 
pVT102U (constitutivo), cultivadas a 30 ºC (y a 15 ºC). 
 
Tabla 4.1 Composición de ácidos grasos y eficiencia de desaturación de células de S. cerevisiae 
que expresan las proteínas GmFAD3 en los vectores pYES2 y pVT102U, cultivadas a 30 y a 15 ºC. 
La composición de ácidos grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos 
mostrados son la media ± desviación estándar procedentes de tres experimentos independientes. 
Los guiones (-) indican valores no detectados. 
 
En el análisis de ácidos grasos de las levaduras transformadas, se detectó una gran 
cantidad de 18:2 (tabla 4.1), ácido graso que no está presente en las levaduras silvestres. 
El alto porcentaje de 18:2 se observó en levaduras transformadas, tanto con el vector 
vacío (56-66%), como con las construcciones de interés (52-69% en las construcciones de 
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
pYES2 30 20,6 ± 1,1 4,1 ± 0,0 6,4 ± 0,3 2,3 ± 0,2 66,3 ± 1,7 - -
15 19,5 ± 1,4 5,2 ± 2,8 7,3 ± 0,1 3,3 ± 2,1 64,7 ± 6,3 - -
pYES-Gm FAD3A 30 19,8 ± 1,0 5,2 ± 0,1 7,3 ± 0,4 3,1 ± 0,2 60,7 ± 1,8 3,8 ± 0,3 5,9 ± 0,5
15 19,5 ± 0,2 4,8 ± 0,2 8,2 ± 0,3 2,9 ± 0,1 39,9 ± 1,7 24,8 ± 1,8 38,8 ± 2,7
pYES-Gm FAD3B 30 20,2 ± 1,0 5,2 ± 1,2 7,4 ± 0,2 3,0 ± 0,9 58,0 ± 1,9 6,2 ± 0,9 9,7 ± 1,5
15 19,4 ± 1,2 5,4 ± 0,4 7,7 ± 0,2 3,6 ± 0,5 34,3 ± 4,9 29,6 ± 2,7 46,4 ± 5,9
pYES-Gm FAD3AT 30 18,6 ± 1,1 4,2 ± 1,5 7,3 ± 1,0 2,4 ± 1,1 67,2 ± 3,3 - -
15 17,4 ± 1,8 4,1 ± 0,6 7,2 ± 0,2 2,4 ± 0,6 68,9 ± 3,0 - -
pYES-Gm FAD3C 30 17,7 ± 0,5 3,7 ± 0,6 6,2 ± 0,3 2,2 ± 0,3 68,3 ± 1,9 1,9 ± 0,2 2,7 ± 0,3
15 12,0 ± 0,1 3,9 ± 0,0 7,7 ± 0,4 3,1 ± 0,1 66,3 ± 0,7 7,0 ± 0,5 9,5 ± 0,7
pVT102-U 30 19,6 ± 0,9 10,9 ± 1,7 4,6 ± 0,1 7,9 ± 1,0 56,6 ± 3,5 - -
15 16,4 ± 0,9 20,2 ± 1,1 4,7 ± 0,3 15,1 ± 1,6 43,5 ± 2,2 - -
pVT-Gm FAD3A 30 20,7 ± 0,5 11,7 ± 0,6 5,1 ± 0,4 9,4 ± 0,2 52,0 ± 0,6 1,1 ± 0,1 2,1±0,2
15 16,2 ± 0,8 25,6 ± 1,0 5,5 ± 0,2 21,6 ± 1,0 23,6 ± 3,3 7,5 ± 0,5 24,4±3,6
pVT-Gm FAD3B 30 19,8 ± 0,8 8,5 ± 1,7 5,1 ± 0,2 7,2 ± 1,8 57,4 ± 3,4 2,1 ± 0,6 3,5±1,1
15 16,9 ± 1,9 24,7 ± 3,0 5,2 ± 0,4 18,8 ± 2,5 26,2 ± 4,5 8,2 ± 1,6 24,2±6,2
pVT-Gm FAD3AT 30 20,1 ± 0,4 10,1 ± 0,5 4,8 ± 0,3 7,1 ± 0,3 57,5 ± 0,2 - -
15 17,3 ± 0,4 24,8 ± 1,7 5,1 ± 0,3 18,9 ± 1,6 33,8 ± 3,7 - -
eficiencia de 
desaturación (%)
Plásmido
Temperatura 
(ºC)
Composición de ácidos grasos (mol %)
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pYES2 y 23-57% en las de pVT102U), lo que indica una correcta absorción del sustrato 
suplementado. 
El análisis de ácidos grasos de las levaduras transformadas con las construcciones del 
vector inducible pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B y -GmFAD3C cultivadas a 30 ºC, mostró 
la presencia de ácido linolénico (18:3) que no se detectaba en las células transformadas 
con el vector vacío (tabla 4.1). El porcentaje de 18:3 obtenido a la temperatura normal de 
crecimiento de las levaduras (30 ºC) fue de 3,8, 6,2 y 1,9% para las construcciones 
pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B, y -GmFAD3C, respectivamente (tabla 4.1). Estos 
porcentajes estaban en el rango de los datos descritos anteriormente en la literatura 
(BnFAD3, Dyer et al., 2004; BnFAD3 y VfFAD3, O’Quin et al., 2010). Además, indicaban 
que la expresión de los tres genes era funcional, ya que codificaban isoformas capaces de 
desaturar un sustrato exógeno (18:2), para obtener el correspondiente producto (18:3). A 
temperatura control (30 ºC), el contenido en 18:3 producido por las levaduras que 
expresaban GmFAD3B (6,2%) era significativamente mayor que el obtenido por las 
levaduras que expresaban GmFAD3A (3,8%) o GmFAD3C (1,9%) (figura 4.11 A). En 
cuanto a la isoforma GmFAD3A-T, no se detectó producción de 18:3 a pesar de que los 
niveles de 18:2 eran similares a los de las células transformadas con GmFAD3A, 
GmFAD3B o GmFAD3C (tabla 4.1), indicando que la ausencia de 18:3 no se debía a 
carencias en la disponibilidad del sustrato 18:2, sino a la ausencia de la actividad de la 
enzima. 
Como se ha mencionado antes, además de las construcciones con un vector inducible, se 
transformaron levaduras con el vector pVT102U, que contiene el promotor constitutivo 
ADH1 (Vernet et al., 1987) y se generaron las construcciones pVT102U-GmFAD3A, 
-GmFAD3B y -GmFAD3A-T. También se generó la construcción con GmFAD3C pero no 
se detectaron niveles de 18:3 en las levaduras cultivadas ni a 30 ºC ni a 15 ºC (datos no 
mostrados). Por ello, la construcción pVT102U-GmFAD3C no fue incluida en los ensayos 
posteriores. Esto indica que la enzima GmFAD3C es menos activa que las enzimas 
GmFAD3A y GmFAD3B, ya que sólo detectamos su actividad bajo la acción de un 
promotor de sobreexpresión. Los porcentajes de 18:3 obtenidos en las levaduras 
transformadas con las construcciones pVT102U-GmFAD3A y -GmFAD3B (del 1,1% y 
2,1%, respectivamente, tabla 4.1) eran significativamente menores que con el vector 
pYES2 (3,8 y 6,2%). En cuanto a la isoforma GmFAD3A-T, tampoco se detectó 
producción de 18:3 (tabla 4.1), confirmando los resultados obtenidos en el vector pYES2 
para la misma construcción. 
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Después de estudiar la composición de ácidos grasos en levaduras transformadas y 
cultivadas a temperatura control, se examinó el efecto de la temperatura de crecimiento 
en el contenido de 18:3 en estas levaduras. Para ello, se monitorizó la composición de 
ácidos grasos en las levaduras transformadas a 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ºC. Se realizaron 
los ensayos con las construcciones de GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3A-T en los 
vectores pYES2 y pVT102U. Por el contrario, la construcción de GmFAD3C sólo se 
analizó en el vector pYES2 como se ha indicado anteriormente. Se muestran, en la figura 
4.10, los cromatogramas correspondientes a la separación de ácidos grasos mediante 
cromatografía de gases y donde se observa la incorporación de 18:2 en las levaduras 
suplementadas y la producción de 18:3 en las levaduras transformadas con GmFAD3A, 
GmFAD3B y GmFAD3C, cultivadas a 15 ºC. 
 
Figura 4.10 Cromatogramas (cromatografía de gases) donde se muestra el perfil de ácidos grasos 
obtenido en levaduras transformadas con las construcciones pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3A-T, 
-GmFAD3B y -GmFAD3C, así como con el vector vacío pYES2, cultivadas a 15 ºC. Los picos 
correspondientes al 18:2 y al 18:3 están señalados con flechas. 
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Los resultados del barrido de temperaturas (figuras 4.11 y 4.12, tabla 4.1) mostraron que 
la temperatura de crecimiento modificaba el contenido de 18:3 en las células 
transformadas. Así, en las levaduras transformadas con pYES2-GmFAD3A o -GmFAD3B 
se observaron altas cantidades de 18:3 a bajas temperaturas (10-15 °C), con porcentajes 
de entre 25-30%, que descendían a medida que aumentaba la temperatura (4-6% a 
30-35 ºC) (figura 4.11 A, tabla 4.1). El porcentaje de producción de 18:3 era más alto en 
las levaduras transformadas con GmFAD3B que las transformadas con GmFAD3A. Las 
diferencias eran estadísticamente significativas en los tratamientos de temperatura entre 
20 y 35 ºC (figura 4.11 A), pero no lo eran por debajo de 20 ºC. 
 
Figura 4.11 Producción de ácido linolénico (% 18:3, A) y eficiencia de desaturación (B) en células 
de de S. cerevisiae transformadas con las construcciones pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B y 
-GmFAD3C cultivadas a distintas temperaturas (10-35 ºC). Los datos proceden de la media de tres 
repeticiones técnicas. Para cada construcción, diferentes letras indican diferencias significativas 
entre tratamientos de temperatura (P < 0,05). En la gráfica A los asteriscos (*) indican diferencias 
significativas entre las construcciones pYES2-GmFAD3A y -GmFAD3B para una misma 
temperatura. Ambas presentan diferencias significativas con la construcción pYES2-GmFAD3C (no  
indicadas). 
 
Se calculó, además, la eficiencia de desaturación (o tasa de conversión de 18:2 en 18:3) 
de todas las construcciones aplicando la fórmula [2]. La eficiencia de desaturación de las 
construcciones pYES2-GmFAD3B y -GmFAD3A se encontraba en el mismo rango en 
ambos tipos de células transformadas (39 y 46%, respectivamente), y confirmaba el perfil 
de la gráfica de producción del ácido linolénico (tabla 4.1 y figura 4.11 B). 
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Curiosamente, en las levaduras transformadas con la construcción pYES2-GmFAD3C, el 
contenido de 18:3 aumentaba a medida que disminuía la temperatura, hasta un máximo 
de 7,6% a 20 ºC; a temperaturas más bajas el nivel de 18:3 volvía a decaer (hasta 3,6% a 
10 ºC) (figura 4.11 A). Este resultado mostraba un perfil de actividad distinto al detectado 
en las construcciones pYES2-GmFAD3A o pYES2-GmFAD3B. De todas formas, el 
contenido de 18:3 (así como la eficiencia de desaturación) era significativamente menor 
en las levaduras transformadas con GmFAD3C que el detectado en las levaduras 
transformadas con pYES2-GmFAD3A o pYES2-GmFAD3B (figura 4.11 A y B). 
Los resultados obtenidos en el barrido de temperaturas de las construcciones 
pVT102U-GmFAD3A y -GmFAD3B, fueron similares a los obtenidos con del vector 
pYES2, aunque con porcentajes de 18:3 mucho menores. Los niveles de 18:3 alcanzados 
a 15 ºC fueron de 7,5 y 8,2% en las construcciones de GmFAD3A y GmFAD3B, 
respectivamente, y las tasas de conversión de 24% en ambas construcciones. En este 
caso, las pequeñas diferencias entre ambas construcciones no eran estadísticamente 
significativas excepto a 30 y 35 ºC (figura 4.12 y tabla 4.1).  
 
Figura 4.12 Producción de ácido linolénico (A) y eficiencia de desaturación (B) en células de de 
S. cerevisiae transformadas con las construcciones pVT102U-GmFAD3A y -GmFAD3B cultivadas 
a distintas temperaturas (10-35 ºC). Los datos proceden de la media de tres repeticiones técnicas. 
En la gráfica A, para cada construcción, diferentes letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos de temperatura (P < 0,05). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las 
dos construcciones para una misma temperatura. 
 
Finalmente, también se llevaron a cabo experimentos con la isoforma truncada 
GmFAD3A-T pero no se detectaron niveles de 18:3, confirmando que GmFAD3A-T 
supone una forma inactiva de FAD3, a todas las temperaturas estudiadas. Cabe señalar 
que los porcentajes de 18:3 y las eficiencias de desaturación (25-30% y 45%, 
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respectivamente) obtenidos en este experimento de sobreexpresión de las ω3 
desaturasas reticulares de soja en levaduras son los más altos encontrados hasta la fecha 
para una desaturasa de plantas. Estos resultados se obtuvieron mediante sobreexpresión 
en el vector inducible pYES2. Anteriormente se han descrito porcentajes de 18:3 desde un 
0,8% en BnFAD3 (Dyer et al., 2001) hasta casi un 20% a 15 ºC en VfFAD3 (Dyer et al., 
2004). La mayoría de estos estudios han sido realizados mediante sobreexpresión de las 
desaturasas en vectores inducibles (pYES2, pYES2.1 o pRS131), aunque Zhang et al. 
(2009) también utilizaron un vector constitutivo (p416) obteniendo porcentajes de 18:3 de 
0,77-4,13% en la expresión de algunas isoformas de soja.  
 
4.2.2 Determinación bioquímica de la actividad enzimática linoleato desaturasa 
microsomal   
Como se muestra en los resultados del apartado anterior, los niveles de 18:3 
obtenidos en la sobreexpresión de las ω3 desaturasas reticulares de soja en levaduras 
eran muy elevados. Teniendo en cuenta estos porcentajes tan altos, se planteó la 
posibilidad de caracterizar enzimáticamente estas proteínas mediante ensayos de 
actividad in vitro. El objetivo era la  determinación de parámetros como el pH y la 
temperatura óptimos, el perfil de inactivación térmica o algunas constantes de cinética 
enzimática (Km, Vm, etc.). Hay que señalar que, aunque estas determinaciones se han 
realizado en el caso de la oleato desaturasa microsomal de girasol (HaFAD2) (García-
Díaz et al., 2002; Martínez-Rivas et al., 2003; Rolletschek et al., 2007), nunca han sido 
determinados para la enzima linoleato desaturasa (FAD3). Como se describe en el 
apartado 3.7 de Materiales y métodos, el ensayo de actividad se basa en la incorporación 
de [1-14C]linoleil-CoA al LPC por acción de la LPCAT presente en los microsomas y en la 
desaturación del mismo, por acción de la FAD3 recombinante, si ésta es activa, para dar 
lugar a [1-14C]linolenil-PC, que puede ser detectado por emisión de radiactividad.  
Se examinaron muestras de extracto crudo y de fracciones microsomales extraídas de 
levaduras transformadas con las construcciones pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B y 
-GmFAD3C. Se añadieron, además, varios controles negativos de la reacción: agua, 
muestras de extracto crudo y fracciones microsomales de la levadura sin transformar y 
transformada con el vector pYES2 vacío y muestras de microsomas hervidos de levaduras 
transformadas con las construcciones anteriores.  
Después de la incubación de la reacción enzimática con [1-14C]linoleil-CoA a 20 ó 25 ºC 
se midió la radiactividad total incorporada a los lípidos en un contador de centelleo. Tanto 
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en la muestra de agua como en las de microsomas hervidos apenas se detectaba 
radiactividad (resultados no mostrados). En cambio, en el resto de las muestras se 
detectaba en la fase lipídica inicial un porcentaje muy alto de radiactividad (55-85%) (tabla 
4.2), indicando que el [1-14C]linoleil-CoA se incorporaba a PC por acción de la LPCAT. 
Se continuó con el proceso de separación de lípidos polares de los neutros, ya que la 
mayoría del ácido [1-14C]linoleico debía encontrarse en los lípidos polares, y se midió en el 
contador de centelleo la cantidad de radiactividad incorporada a ambas fracciones. Se 
observó un alto porcentaje de incorporación a lípidos polares (41-81%) y en menor 
medida a lípidos neutros (23-29%) (Tabla 4.2). Estos resultados muestran que la 
radiactividad se incorporó de forma adecuada, a los lípidos polares, sin que la cantidad 
fuera limitante para continuar con el ensayo.  
 
 
 
Tabla 4.2 Resultados del ensayo de actividad in vitro de la enzima linoleato desaturasa 
microsomal. Se muestran los porcentajes de radiactividad incorporada a los lípidos totales (% DPM 
LT). Además se muestra, de la radiactividad incorporada a los LT (100%) los porcentajes 
incorporados a lípidos polares (% DPM LP) y a lípidos neutros (% DPM LN). También se muestran 
los porcentajes de [1-
14
C]18:2 y [1-
14
C]18:3 detectados por autorradiografía electrónica y la 
actividad enzimática (AE). Se realizaron cuatro ensayos independientes y en cada uno de ellos dos 
repeticiones técnicas. Todos mostraban los resultados en el mismo rango aunque se muestran en 
la tabla los datos de uno de los experimentos. Los datos proceden de la media de 2 repeticiones 
técnicas ± desviación estándar; en algunos casos sólo se pudo tener en cuenta una de las 
repeticiones. NA: no analizado. 
 
Se llevó a cabo la reacción de transmetilación, tanto de los lípidos polares como de los 
lípidos neutros, para obtener los ésteres metílicos de los ácidos grasos que los componen. 
Tras el desarrollo de la placa que separa los ésteres metílicos de los ácidos grasos en 
función del grado de insaturación y su lectura por autorradiografía electrónica, se 
identificaron varias bandas. Primero se identificó la banda correspondiente al ácido 
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% DPM 
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pYES2 23,10
pYES-GmFAD3A 87,72 ± 4,80 69,12 ± 0,03 25,72 97,48 ± 0,61 2,53 ± 0,61 0,03 ± 0,01
pYES-GmFAD3B 72,88 ± 2,83 63,21 ± 1,86 31,13 97,78 ± 0,56 2,23 ± 0,56 0,02 ± 0,01
pYES-GmFAD3C 76,45 ± 22,92 50,12 ± 16,94 NA 98,25 ± 0,07 1,75 ± 0,07
pYES2 68,86 ± 11,63 68,93 ± 1,18 20,31 97,90 ± 0,14 2,10 ± 0,14
pYES-GmFAD3A 85,81 ± 23,16 83,42 ± 3,17 29,24 96,83 ± 0,73 3,18 ± 0,73 0,19 ± 0,09
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[1-14C]linoleico por comparación con el patrón comercial. Se confirmó su identificación 
visualizando el ácido linoleico presente en la placa tras rociarla con H2SO4 y calentarla a 
110 ºC. De este modo se identificó, además, una banda compatible con la movilidad 
relativa (Rf) del ácido [1-14C]linolénico. Se observaban, también, una banda que se 
encontraba por encima del ácido [1-14C]linoleico, correspondiente a un hidrolizado del 
producto comercial (también aparecía en el patrón) y otra que se situaba inmediatamente 
debajo de la banda del ácido [1-14C]linoleico cuya naturaleza desconocemos (figura 4.13).  
La banda compatible con el ácido [1-14C]linolénico no se detectaba ni en la muestra de 
agua (figura 4.13) ni en las muestras de microsomas hervidos (resultados no mostrados). 
Sin embargo, se encontraba tanto en extracto crudo como en las fracciones microsomales 
de las levaduras transformadas con las construcciones pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B y 
-GmFAD3C, así como en las levaduras transformadas con el vector vacío (figura 4.13) y 
en las levaduras sin transformar (datos no mostrados).  
 
Figura 4.13 Separación de ácidos grasos mediante TLC de extractos crudos (EC) y fracciones 
microsomales (µs) de muestras de levaduras transformadas con el vector pYES2 vacío y con las 
construcciones pYES2-GmFAD3A, -GmFAD3B y -GmFAD3C. Se han realizado 4 ensayos 
independientes, obteniéndose resultados similares; se presentan en la imagen los datos de uno de 
ellos. Las bandas señaladas son compatibles con los ácidos [1-
14
C]linoleico ([1-
14
C]18:2) y 
[1-
14
C]linolénico ([1-
14
C]18:3), identificadas por comparación con un patrón comercial: [1-
14
C]oleico 
(18:1*) + [1-
14
C]linoleico (18:2*), y mediante revelado de la misma placa con H2SO4. 
 
 
H2O    pYES2       FAD3A      FAD3B      FAD3C
µs     EC      µs   EC     µs    EC    µs    EC
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18:2*
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Todos estos resultados sugieren que la banda compatible con el ácido [1-14C]linolénico 
puede ser el producto de alguna reacción intrínseca a la actividad enzimática silvestre de 
las levaduras. Este producto, al situarse en el mismo lugar (mismo Rf) que el ácido 
[1-14C]linolénico, impide la correcta identificación de la formación de ácido linolénico 
debida a las FAD3 recombinantes.  
Finalmente, debido a la imposibilidad de interpretar los resultados, se decidió no continuar 
con los experimentos de caracterización bioquímica, mostrando que, a pesar de que 
técnica y teóricamente sería posible, existe una gran dificultad para determinar la actividad 
de las enzimas ω3 desaturasas in vitro. 
  Resultados 
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4.3 CONTRIBUCIÓN DE LA ω3 DESATURASA FAD8 A LA COMPOSICIÓN DE 
ÁCIDOS GRASOS DE LOS GLICEROLÍPIDOS EN Arabidopsis thaliana. 
EFECTO DE LA TEMPERATURA  
4.3.1 Caracterización fenotípica y genotípica de los mutantes de Arabidopsis 
deficientes en la actividad ω3 desaturasa  
Para analizar la función de las ω3 desaturasas plastidiales de A. thaliana y más 
concretamente, de la desaturasa FAD8, se obtuvieron dos mutantes de inserción de 
T-DNA del depósito de semillas de Arabidopsis (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, 
NASC). Estos dos mutantes provenían de la línea Col-0. Las líneas obtenidas fueron 
SALK_147096C, designada como fad7i, y SALK_093590, designada como fad8i. Existen 
otros mutantes de inserción en el locus FAD8, pero según el NASC, estas contenían otras 
inserciones en distintos genes, por lo que no fueron utilizadas en este estudio. Se 
consiguieron, además, el doble mutante de EMS fad7-1 fad8 (Ref. 25359) procedente del 
NASC y el triple mutante fad3-2 fad7-2 fad8, cedido amablemente por el Dr. J. Browse 
(Washington State University). El análisis combinado de estos cuatro mutantes permitió 
analizar la función de FAD8 (y de FAD7), obteniendo una información que, a día de hoy, 
es imposible obtener por métodos bioquímicos. 
En primer lugar, se comprobó el número y localización de inserciones de T-DNA de las 
líneas de inserción tal y como se describe en Materiales y métodos. El análisis genómico 
de la línea fad7i reveló dos inserciones de T-DNA, una invertida localizada a 6 pb del 
inicio del exón 7 y la otra a 8 pb del final de la región codificante del exón 6, es decir en el 
intrón 6 (figura 4.14 A). El análisis de la línea fad8i demostró la presencia de una inserción 
de T-DNA invertida, a 133 pb del codón de inicio, dentro del exón 1 del gen FAD8 (figura 
4.14 A). Se comprobó, además, la homozigosis de estos mutantes mediante PCR de los 
genes FAD7 y FAD8 completos y sólo se seleccionaron las líneas homozigotas. También 
se realizó una RT-PCR del mRNA de plantas de dos semanas de los mutantes fad7i y 
fad8i, para asegurar que la inserción de T-DNA generara la desaparición de los transcritos 
de los genes FAD7 y FAD8. Los resultados mostraron la ausencia de los transcritos de 
estos genes en los mutantes de inserción (figura 4.14 B), confirmando el efecto de la 
mutación en la inactivación de ambos genes. 
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Figura 4.14 Caracterización genotípica de los mutantes de inserción de A. thaliana  fad7i 
(SALK_147096C) y fad8i (SALK_093590). A Diagrama esquemático que muestra la localización de 
las inserciones de T-DNA. Los cuadros blancos indican exones, las líneas negras intrones. Los 
triángulos marcan las inserciones y las flechas los cebadores utilizados para el genotipado y el 
análisis de expresión. B Caracterización de las inserciones mediante PCR a partir de gDNA. 
Amplificación de los genes FAD7, FAD8 y su combinación con los cebadores LB y RB. C Análisis 
de transcripción de los genes FAD7, FAD8 y ACTINA mediante RT-PCR, en plantas Col-0, fad7i y 
fad8i. 
 
El doble mutante fad7 fad8 y el triple mutante fad3 fad7 fad8 analizados en este trabajo 
han sido previamente utilizados en otros estudios (McConn et al., 1994; McConn y 
Browse, 1996). El doble mutante obtenido del SALK fue la línea SH1 o fad7-1 fad8 aislada 
por McConn et al. (1994). El triple mutante fue obtenido por McConn y Browse (1996) a 
partir del entrecruzamiento entre mutantes fad7-2 fad8 y fad3-2 fad7-2, dando origen al 
mutante fad3-2 fad7-2 fad8. Para verificar las mutaciones puntuales de estos mutantes de 
EMS, se llevaron a cabo reacciones de PCR a partir de gDNA y de cDNA, de los genes 
AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8. A diferencia de los resultados obtenidos en los mutantes de 
inserción, se observó que, en los mutantes de EMS, se amplificaban los tres genes de las 
ω3 desaturasas con normalidad, tanto a partir de gDNA como de cDNA. Este resultado es 
esperable teniendo en cuenta que se trata de mutantes inducidos por EMS. En este punto, 
se decidió secuenciar los genes AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8 en estos mutantes. En la 
A
fad8i (SALK_093590) 
fad7i (SALK_147096C)
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8At5g05580
8F RB 8R
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8i6At3g11170
7F
7R LB LB
B   
8F/8R
8F/RB
RB/8R
fad8i Col-0 
7F/LB
fad7i  Col-0
LB/7R
7F/7R 7F/7R
8F/8R
Col-0  fad7i  fad8i
ACTINA
C   
  Resultados 
127 
figura 4.15 se muestran las mutaciones puntuales encontradas en la secuenciación. Tanto 
en el doble como en el triple mutante, en el nucleótido 580 de la secuencia de gDNA del 
gen FAD7 se encontró un cambio de guanina (G) por adenina (A), lo que se traducía en 
un cambio de triptófano (W) por un codón stop. Esta mutación daría lugar a una proteína 
truncada carente del tercer dominio de histidinas. En el nucleótido 643 del gen FAD8, 
también de ambos mutantes, se encontró otro cambio de G por A (W por STOP), lo que 
daría lugar a una proteína truncada similar a la de FAD7. En cuanto al gen FAD3 del triple 
mutante, se encontró en la secuenciación una mutación puntual en el nucleótido 415. Esta 
mutación suponía un cambio de G por A, lo que se traduce en un cambio de cisteína (C) 
por tirosina (Y). El codón que codifica este aminoácido se sitúa entre el exón 1 y 2 del gen 
FAD3. Todas las mutaciones puntuales encontradas eran homozigotas. 
 
 
Figura 4.15 Caracterización genotípica de los mutantes fad7 fad8 (NASC Ref. 25359) (A) y fad3 
fad7 fad8 (Profesor Browse) (B). En la imagen se muestran los fragmentos de los cromatogramas 
de la secuencia de gDNA en los que se observan las mutaciones puntuales encontradas por 
secuenciación. Del gen AtFAD3 se muestras los cromatogramas de la secuencia de gDNA 
(donde i1 es el intrón 1) y de cDNA (donde E2 es el exón 2). 
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De todos los mutantes estudiados, tanto los de inserción como los de EMS, se 
seleccionaron líneas homozigotas para los análisis posteriores. En cuanto al cultivo de 
estas plantas, todas ellas germinaron, crecieron en tierra y produjeron semillas con 
normalidad, excepto el triple mutante fad3 fad7 fad8. Menos de la mitad de las semillas 
del triple mutante germinaban, éste crecía peor y más lentamente que el resto de las 
líneas y, además, era estéril, ya que carece de 18:3 y, por lo tanto, de los precursores del 
ácido jasmónico necesario para la maduración de las semillas. Para conseguir semillas en 
el triple mutante se trataron las plantas con metiljasmonato (McConn y Browse, 1996), 
como se describe en el apartado de Materiales y métodos. 
Las plantas fad7i y fad8i no mostraron alteraciones significativas en su crecimiento a 
temperatura control, desarrollando las hojas de la roseta normales, aunque ligeramente 
mayores que las de la línea Col-0 (figura 4.16 B). Las líneas mutantes fad7 fad8 y fad3 
fad7 fad8 presentaban un tamaño significativamente menor que el de la línea Col-0 (figura 
4.16 A), sobre todo el triple mutante, que veía muy disminuido su crecimiento. Todos los 
mutantes estudiados mostraron retraso en la floración respecto a la línea Col-0 
(resultados no mostrados).  
 
Figura 4.16 A Comparación de las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 y de los mutantes 
deficientes en ω3 desaturasas: fad7i  (SALK_147096C), fad8i  (SALK_093590), fad7 fad8 (NASC 
Ref. 25359) y fad3-2 fad7-2 fad8 (Prof. Browse). B Las fotos muestran la ligera diferencia de 
tamaño entre los las plantas Col-0 y los mutantes fad7i y fad8i.    
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4.3.2 Composición de ácidos grasos y lípidos de hojas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 y de los mutantes deficientes en ω3 desaturasas cultivados a 22 ºC 
Para continuar con la caracterización funcional de los mutantes de inserción fad7i y 
fad8i se analizó la composición de ácidos grasos de los lípidos totales en las diferentes 
líneas mutantes y se comparó con la de la línea Col-0. La composición de los lípidos 
totales de plantas cultivadas a 22 ºC se muestra en la figura 4.17 A. En cuanto a la 
composición de ácidos grasos trienoicos, se observó que el ecotipo silvestre Col-0 
acumulaba un 40,1% de 18:3 y un 8,6% de 16:3. Respecto a los ácidos dienoicos, se 
detectó un 16,7% de 18:2 y un 1,8% de 16:2 (figura 4.17 A). Estas cantidades de ácidos 
grasos dienoicos y trienoicos se encuentran dentro del rango de datos observados para el 
ecotipo Col-0 en estudios previos (Gibson et al., 1994; McConn et al., 1994; Matsuda et 
al., 2005). La inactivación del gen FAD7 en la línea fad7i dio lugar a una reducción de los 
ácidos grasos trienoicos con un contenido en 18:3 del 29,6% y de apenas un 2% de 16:3 
sobre el total de ácidos grasos. Estos porcentajes indicaron que, en ausencia del gen 
FAD7, el mutante fad7i es capaz de mantener un 74% de la producción de 18:3 respecto 
a la línea Col-0, mientras que sólo un 23% de la producción de 16:3 se mantenía en este 
mutante. La inactivación del gen FAD8 en el mutante fad8i dio un perfil de composición de 
ácidos grasos similar al de la línea Col-0, con unos niveles de 41,4% de 18:3 y de 8,3% de 
16:3 (figura 4.17 A). La composición de ácidos grasos del doble mutante fad7 fad8 mostró 
una reducción considerable en el contenido de ácidos grasos trienoicos, sobre todo en los 
niveles de 16:3, que no se pudo detectar en nuestras condiciones experimentales en este 
mutante. Los niveles de 18:3 disminuyeron drásticamente hasta el 12,3% (figura 4.17 A), 
indicando que en ausencia de la actividad ω3 desaturasa plastidial, la actividad reticular 
puede contribuir en un 30% a la actividad total. El triple mutante no mostraba acumulación 
de ácidos grasos 16:3 ó 18:3, lo que es consistente con la inactivación de los genes de las 
ω3 desaturasas. La ausencia de ácidos grasos trienoicos venía acompañada por un fuerte 
incremento de sus correspondientes ácidos grasos dienoicos; éstos alcanzaban 
porcentajes de 68,5% en el caso del 18:2 y de 10% en el caso del 16:2 (figura 4.17 A). 
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Figura 4.17 Composición de ácidos grasos de los lípidos totales (A) y contenido de ácidos grasos 
trienoicos de las diferentes clases de lípidos (B) en hojas de las líneas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 y las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) cultivadas a 22 ºC. La 
composición de ácidos grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos proceden de 
la media de tres repeticiones biológicas y dos técnicas. 
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Para investigar con más detalle el efecto de la inactivación de los genes FAD7 y FAD8, se 
separaron las diferentes clases de lípidos polares individuales mediante cromatografía en 
capa fina (TLC) y se determinó su composición de ácidos grasos mediante cromatografía 
de gases (GC). La composición completa de los ácidos grasos de cada clase de lípido en 
la línea Col-0 y en los mutantes se muestra en la tabla 4.3, al final de este apartado. En la 
figura 4.17 B se muestran, únicamente, los resultados de los ácidos grasos trienoicos.  
El monogalactosildiacilglicerol (MGDG) presentaba altos niveles de 18:3 (59%) y de 16:3 
(28%) en el ecotipo Col-0, niveles en el rango de los anteriormente descritos para estos 
lípidos mayoritarios del cloroplasto (Browse et al., 1986a; McConn et al., 1994, Kodama et 
al., 1995). En el caso de las líneas de inserción, la fracción de MGDG aislada del mutante 
fad7i mostraba una reducción de ambos ácidos grasos trienoicos: 31% de 18:3 (respecto 
al 59% de la línea Col-0) y 4,4% de 16:3 (respecto al 28% de la línea control). La 
inactivación del gen FAD8, en el mutante fad8i, mostró cambios en la composición de los 
ácidos grasos trienoicos del MGDG mucho menores (55% y 24% de 18:3 y 16:3, 
respectivamente). Como sucedía con los lípidos totales, no se detectaron niveles de 16:3 
en el MGDG del doble mutante, observándose porcentajes muy bajos de 18:3 (7%) en 
este lípido. En el triple mutante no se detectaba ningún ácido graso trienoico ni en MGDG, 
ni en ninguna otra clase de lípidos. El análisis del digalactosildiacilglicerol (DGDG) mostró 
resultados similares a los del MGDG (figura 4.17 B, tabla 4.3). Los porcentajes de 18:3 
observados eran de 67,3% en la línea Col-0, 40% en el mutante fad7i, 62% en el mutante 
fad8i y 17% en el doble mutante. Hay que tener en cuenta que el DGDG tiene unos 
niveles muy reducidos de 16:3 (2,2%), comparados con los niveles en MGDG (28,2%) en 
la propia línea Col-0, de modo que en el mutante fad7i los niveles de 16:3 en DGDG eran 
indetectables (figura 4.17 B). 
También se observó un perfil parecido en los resultados de la fosfatidilcolina (PC) (figura 
4.17 B). La reducción de los niveles de 18:3 en el mutante fad7i con respecto a la línea 
Col-0 era menor que en los lípidos anteriormente descritos, lo que puede ser consistente 
con el carácter principalmente reticular de este lípido. El resto de lípidos de origen 
eminentemente reticular, como la fosfatidiletanolamina (PE) o el fosfatidilinositol (PI), 
también mostraron resultados similares (figura 4.17 B).  
Por el contrario, la composición de ácidos grasos en PG mostró un perfil de acumulación 
de 18:3 diferente en los mutantes (figura 4.17 B). El PG es el único fosfolípido localizado 
en el cloroplasto. Se caracteriza por la ausencia de 16:3 (y 16:2), siendo el 18:3 el único 
ácido graso trienoico en su composición, esterificado además en la posición sn-1 de la 
molécula de glicerol (Browse y Somerville, 1991). Los niveles de 18:3 en PG en la línea 
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Col-0 representaban el 27% de los ácidos grasos totales. En el mutante fad7i se detectó 
una disminución de los niveles de 18:3 hasta un 17,8%. Curiosamente, la ausencia del 
gen FAD8 funcional provocaba una reducción en los niveles de 18:3 mayor que en 
ausencia del gen FAD7, hasta un 13%. De nuevo, se observó una importante reducción 
(del 27% al 6%) en el doble mutante, donde FAD3 es la única ω3 desaturasa activa, y no 
se detectó 18:3 en la fracción de PG del triple mutante. Estos resultados sugieren que, a 
22 ºC, la inactivación de FAD8 afectaba más al contenido en 18:3 de la fracción de PG 
que la inactivación de FAD7. 
El sulfoquinovosildiacilglicerol (SQ) también fue analizado mediante TLC, pero su análisis 
es complicado ya que representa tan sólo un 2,9-4% de los ácidos grasos totales de las 
hojas de A. thaliana (McConn et al., 1994; Browse et al., 1986a). Unos niveles tan bajos 
(2%, tabla 4.3) dificultaron una separación precisa en nuestro análisis, observándose 
mucha variabilidad entre las diferentes repeticiones de algunas muestras. La fracción de 
SQ se caracteriza por la presencia de 18:3 como único ácido graso trienoico. Se encontró 
un valor medio de 31,6% de 18:3 en las plantas Col-0, y una reducción hasta valores de 
23,4%, 24,5% y 24% en los mutantes fad7i, fad8i y en el doble mutante, respectivamente 
(figura 4.17 B).  
 
4.3.3 Efecto de la temperatura en la composición de ácidos grasos y lípidos en 
hojas de  Arabidopsis thaliana Col-0 y de los mutantes  
Una vez analizado el impacto de la inactivación de los genes FAD7 y FAD8 en la 
composición de glicerolípidos a la temperatura de crecimiento (22 ºC), se analizó el efecto 
de la temperatura sobre la composición de ácidos grasos en hojas de las diferentes líneas 
mutantes. Para ello, se cultivaron plantas a temperatura control durante cuatro semanas y 
se expusieron a bajas (8 ºC) o altas (30 ºC) temperaturas durante una semana más, antes 
de analizar la composición de ácidos grasos (figura 4.18).  
Como ya se ha indicado antes, a 22 ºC, las plantas fad7i y fad8i no mostraron alteraciones 
significativas en su crecimiento, mientras que las líneas mutantes fad7 fad8 y fad3 fad7 
fad8 presentaron un tamaño significativamente menor que el de la línea Col-0 (figura 
4.18). Este patrón de crecimiento se mantenía a 30 ºC. Después de una semana de 
exposición a la alta temperatura las plantas no se veían alteradas respecto a la 
temperatura control (22 ºC), exceptuando el triple mutante que apenas sobrevivía a una 
semana de calor (figura 4.18). En cambio, a 8 ºC el crecimiento de todas las plantas se 
detenía, siendo su tamaño menor que las cultivadas a la temperatura control. La línea 
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Col-0 era la menos afectada y el triple mutante la que más alteraciones presentaba, con 
un tamaño muy reducido (figura 4.18). 
 
Figura 4.18 Comparación del crecimiento de las plantas de 4 semanas de A. thaliana Col-0 y las 
líneas mutantes en relación a distintas temperaturas (8, 22 y 30 ºC) durante una semana más. 
 
4.3.3.1 Efecto de las bajas temperaturas en la composición de ácidos 
grasos y lípidos en hojas de  Arabidopsis thaliana Col-0 y de los 
mutantes  
Los resultados de la composición de ácidos grasos de las plantas expuestas a 8 ºC 
se muestran en la figura 4.19 y en la tabla 4.4, y la comparación de los ácidos grasos 
trienoicos a todas las temperaturas estudiadas en la figura 4.21.   
En la literatura se han descrito incrementos en los niveles de ácidos grasos trienoicos en 
respuesta al frío en Arabidopsis (Browse et al., 1986a; Shi et al., 2011; McConn et al., 
1994; Miquel et al., 1993). Sin embargo, la composición de 18:3 en los lípidos totales en 
hojas de la línea Col-0 expuesta a 8 ºC no se veía apenas alterada respecto a 22 ºC, en 
nuestras condiciones experimentales (plantas de 4 semanas expuestas a 8 ºC durante 
una semana más). Únicamente, se observaba una pequeña disminución en los niveles de 
16:3 en las líneas Col-0 y fad8i tras la exposición a la baja temperatura. Tampoco se 
encontraron modificaciones significativas en el perfil de ácidos grasos totales aislados de 
hojas de las diferentes líneas mutantes expuestas a 8 ºC, con respecto a la temperatura 
control (22 ºC, figura 4.21 A). Estos resultados mostraban que el mutante fad7i se ve más 
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afectado que el mutante fad8i, tras la exposición a las bajas temperaturas, al igual que 
ocurría a temperatura control. 
Se observaron resultados similares en el análisis posterior de la composición de ácidos 
grasos de las clases de lípidos individuales en las diferentes líneas, después de la 
exposición a 8 ºC (figura 4.21 B y C).  Tampoco se observaron cambios significativos en el 
contenido de 18:3 en las fracciones de MGDG o DGDG de las líneas mutantes expuestas 
a 8 ºC, comparado con la exposición a 22 ºC. Solamente se encontró un pequeño 
aumento en los niveles de 16:3 en MGDG en las líneas mutantes fad7i (6% respecto al 
4% obtenido a 22 ºC) y fad8i (30% respecto al 24% a 22 ºC); y en DGDG en las líneas 
fad8i (2,5% respecto a 1,7% obtenido a 22 ºC) y Col-0 (2,9% respecto a 2,2% a 22 ºC) 
(figura 4.21 B). Esto sugiere que, a bajas temperaturas, FAD8 tampoco parece tener 
preferencia por el sustrato 16:3. En el doble mutante se observaron pequeñas 
disminuciones de los niveles de 18:3 tanto en MGDG (hasta un 6%, respecto al 7% 
obtenido a 22ºC) como en DGDG (12,9% respecto a 16,9%  a 22ºC).  
Al igual que ocurría a 22 ºC, y al contrario de lo que ocurre en la mayoría de los lípidos, la 
inactivación del gen FAD8 dio como resultado una importante reducción de los niveles de 
18:3 (13,7%) con respecto a la inactivación del gen FAD7 (18,4%) en la fracción de PG 
(figura 4.21 C). Esto indica que el efecto preferencial de la desaturación de FAD8 en el 
sustrato PG se mantenía a bajas temperaturas. También en el doble mutante se observó 
una disminución de los niveles de 18:3 (hasta un 3,6%, respecto al 6,2% obtenido a 
22 ºC). Los resultados del lípido SQ presentaban mucha variabilidad entre las 
repeticiones, aun así mostraban un perfil similar al de MGDG. En el doble mutante se 
observó una disminución pronunciada de los niveles de 18:3 en SQ (16,2% respecto a 
23,7% a 22 ºC).  
Curiosamente, y al contrario de lo que ocurría a 22 ºC, en los niveles de 18:3 en PC se 
observó un patrón similar al de PG, tanto en la línea mutante fad7i como en la fad8i, 
expuestas a 8 ºC (figura 4.21 C). Éstos mostraban unos niveles de 18:3 del 26% y 20%, 
respectivamente (frente a 19 y 25% a 22 ºC). Al contrario de lo que ocurría en los lípidos 
descritos anteriormente, en el doble mutante se observó un aumento de los niveles de 
18:3 (16,3% frente a 12% obtenido a 22ºC).  
Los resultados de PE presentaban mucha variabilidad entre las repeticiones, aunque 
mostraban un perfil similar al de PC, donde el mutante fad8i se veía más afectado que el 
mutante fad7i. Los resultados obtenidos en los fosfolípidos PC y PE indicaban que, de 
alguna manera, FAD8 podría contribuir de manera más eficaz a los niveles de 18:3 en 
lípidos extracloroplásticos a bajas temperaturas. En el doble mutante también 
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aumentaban los niveles de 18:3 en PE respecto a ese mismo lípido a la temperatura 
control, al igual que en PC, por lo que tampoco se puede descartar un efecto de la enzima 
FAD3 frente a la bajada de la temperatura.  
Los niveles de 18:3 en PI mostraban un patrón similar a MGDG (figura 4.21 C), de modo 
que el mutante fad8i, al contrario que el fad7i, apenas se veía alterado. También en este 
lípido aumentaba ligeramente los niveles de 18:3 en el mutante fad7 fad8.  
Los resultados mostraron que los niveles de 18:3 en el doble mutante disminuían en los 
glicerolípidos cloroplásticos (MGDG, DGDG, PG y SQ) y aumentaba ligeramente en los 
fosfolípidos reticulares (PC, PE y PI). Este aumento de 18:3 en los lípidos 
extracloroplásticos del doble mutante indicó que, puesto que en este mutante la única 
desaturasa activa es FAD3, la actividad de la enzima desaturasa reticular podría ser 
mayor a bajas temperaturas. 
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Figura 4.19 Composición de ácidos grasos de los lípidos totales (A) y contenido de ácidos grasos 
trienoicos de las diferentes clases de lípidos (B) en hojas de las líneas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 y las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) expuestas a 8 ºC. La 
composición de ácidos grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos proceden de 
la media de tres repeticiones biológicas y dos técnicas. 
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4.3.3.2 Efecto de las altas temperaturas en la composición de ácidos 
grasos y lípidos en hojas de  Arabidopsis thaliana Col-0 y de los 
mutantes  
Los resultados de la composición de ácidos grasos de las plantas expuestas a 
30 ºC se muestran en la figura 4.20 y en la tabla 4.5, y la comparación de los ácidos 
grasos trienoicos a todas las temperaturas estudiadas en la figura 4.21. La composición 
de ácidos grasos totales en hojas de la línea Col-0 expuesta a 30 ºC no se veía apenas 
alterada, respecto a 22 ºC, en nuestras condiciones experimentales. Por el contrario, sí se 
observó una importante reducción en el contenido de ácidos grasos trienoicos totales 
tanto en los mutantes de inserción fad7i y fad8i, como en el doble mutante (figura 4.21 A). 
La composición de ácidos grasos totales en la línea fad7i presentó una fuerte reducción 
de los ácidos grasos trienoicos 18:3 y 16:3 (de 42,8% en Col-0 a 13,1%, y de 8,8% en 
Col-0 a 0,5%, respectivamente), mayor que la observada en esa misma línea a 22 ºC (de 
40,1% en Col-0 a 29,6%, y de 8,6% en Col-0 a 2%, respectivamente) (figuras 4.20 A y 
4.21 A). El mutante fad8i también presentaba una reducción de ambos ácidos grasos 
trienoicos (28,8% de 18:3 y 4,5% de 16:3) después de la exposición a 30 ºC. Esta 
reducción era mayor también que la observada en esa misma línea a  22 ºC, aunque 
menos pronunciada que en la línea fad7i. En el doble mutante los niveles de 18:3 caían 
desde un 12,3% a 22 ºC a un 5,3% a 30 ºC (figuras 4.20 A y 4.21 A). Estos resultados 
mostraban que el mutante fad7i se ve más afectado que el mutante fad8i tras la 
exposición a altas temperaturas. 
El análisis de la composición de ácidos grasos de las clases de lípidos individuales en las 
diferentes líneas mutantes, después de la exposición a 30 ºC mostró resultados similares 
(figuras 4.20 B). El contenido en ácidos grasos trienoicos en MGDG y DGDG de la línea 
Col-0 no mostraba apenas alteraciones después de la exposición a 30 ºC, comparado con 
la exposición a 22 ºC (figuras 4.21 B). Sin embargo, el contenido de ácidos grasos 
trienoicos de MGDG y DGDG en los mutantes fad7i y fad8i presentó una importante 
reducción de 18:3 y 16:3 en comparación con la línea Col-0 expuesta a 30 ºC, e incluso 
mayor que la observada a 22 ºC en estos mutantes (figuras 4.21 B). Esta disminución fue 
particularmente relevante en el caso del 18:3 en MGDG en el mutante fad7i (de un 31% a 
22 ºC, hasta un 10,5% a 30 ºC). Los niveles de 16:3 sufrieron una pequeña disminución, 
aunque significativa, de un 4,4% a 22 ºC hasta un 0,6% a 30 ºC. La línea fad8i presentó 
una disminución más moderada de los niveles de 18:3 (de 55% a 22 ºC hasta 40,8% a 
30 ºC) así como de los niveles de 16:3 (de 24% a 22 ºC hasta 13,7% a 30 ºC). En el doble 
mutante los niveles de 16:3 no fueron detectables y los de 18:3 apenas alcanzaban el 3% 
(figuras 4.20 B). Estos datos sugerían que la actividad de FAD8 sobre los ácidos grasos 
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de MGDG y DGDG se veía más afectada tras la exposición a 30 ºC que la actividad de 
FAD7.  
La cantidad de 18:3 en PG disminuyó en todas las líneas expuestas a 30 ºC, incluyendo la 
línea Col-0 donde se detectó una disminución de hasta un 15% (comparado con el 27% a 
22 ºC) (figura 4.21 C). En las líneas de inserción fad7i y fad8i o en el doble mutante los 
niveles de 18:3 no alcanzaban un 6% de los ácidos grasos totales (figura 4.20 B). El perfil 
de acumulación de 18:3 en PG era el mismo que en todas las clases de lípidos en las 
plantas expuestas a 30 ºC (figura 4.20 B) pero difería del perfil del PG a 22 ºC (figura 
4.17 B) y 8 ºC (figura 4.19). A 30 ºC, en el mutante fad7i, los niveles de 18:3 eran muy 
bajos, incluso más que en el mutante fad8i (figura 4.20 B), lo que de nuevo sería 
consistente con una mayor especificidad de FAD8 por este lípido. 
Se observaron los mismos perfiles para otras clases de lípidos como PC, PE, PI o SQ, 
aunque, como se ha mencionado antes, la alta variabilidad de las repeticiones del SQ 
dificultaba su análisis. 
Todos estos datos sugerían que las altas temperaturas, aunque afectan a ambas ω3 
desaturasas, parecen afectar a FAD8 en mayor medida.  
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Figura 4.20 Composición de ácidos grasos de los lípidos totales (A) y contenido de ácidos grasos 
trienoicos de las diferentes clases de lípidos (B) en hojas de las líneas de Arabidopsis thaliana 
Col-0 y las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) expuestas a 30 ºC. La 
composición de ácidos grasos está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos proceden de 
la media de tres repeticiones biológicas y dos técnicas.  
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Figura 4.21 (pie de figura en página siguiente) 
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Figura 4.21 Comparación de la composición de ácidos grasos trienoicos totales (A) y de las 
diferentes clases de galactolípidos (B) y fosfolípidos (C) en hojas de las líneas de Arabidopsis 
thaliana Col-0 y de las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8) a 8, 22 y 30 ºC. La composición 
está expresada en porcentaje molar (mol %). Los datos proceden de la media de tres repeticiones 
biológicas y dos técnicas. 
 
 
Tabla 4.3 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y 
las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) cultivadas a 22 ºC. La composición 
está expresada en % molar. Los datos mostrados son la media ± desviación estándar procedentes 
de tres repeticiones biológicas y dos técnicas. Los guiones (-) indican valores inferiores a 0,5%. En 
PG el isómero es 16:1
Δ3t
. 
Tabla 4.4 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y 
las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) expuestas a 8 ºC. La composición está 
expresada en % molar. Los datos mostrados son la media ± desviación estándar procedentes de 
tres repeticiones biológicas y dos técnicas. Los guiones (-) indican valores inferiores a 0,5%. En PG 
el isómero es 16:1
Δ3t
. 
Tabla 4.5 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y 
las líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) expuestas a 30 ºC. La composición 
está expresada en % molar. Los datos mostrados son la media ± desviación estándar procedentes 
de tres repeticiones biológicas y dos técnicas. Los guiones (-) indican valores inferiores a 0,5%. En 
PG el isómero es 16:1
Δ3t
. 
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Tabla 4.3 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y las 
líneas mutantes cultivadas a 22 ºC.   
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Tabla 4.4 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y las 
líneas mutantes cultivadas a 8 ºC.  
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Tabla 4.5 Composición de ácidos grasos de las diferentes clases de lípidos de las líneas Col-0 y las 
líneas mutantes cultivadas a 30 ºC.
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4.3.4 Efecto de la temperatura de crecimiento en la expresión de los genes de las 
ω3 desaturasas de las diferentes líneas mutantes de Arabidopsis thaliana. 
En este punto se decidió correlacionar las diferencias encontradas en la 
composición de ácidos grasos encontradas en las diferentes líneas mutantes con la 
expresión de los genes AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8. Al igual que en soja se ha utilizado el 
gen SCOF-1 como marcador de la respuesta transcripcional al frío, en primer lugar se 
examinó la expresión de genes sensores de frío en nuestras condiciones experimentales. 
Se utilizaron los genes KIN1 y COR15a, cuya expresión se induce al disminuir las 
temperaturas (Thomashow et al., 1999). Aunque su función no es del todo bien conocida 
parece que estos elementos estabilizan la membrana celular frente al frío (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006). Las bajas temperaturas desencadenan la cascada de 
señalización CBF, que a su vez activa la transcripción de genes que contienen el elemento 
DRE/CTR en su promotor (Chinnusamy et al., 2003; Miura et al., 2007). KIN1 y COR15a 
son genes posteriores de esta cascada (figura 4.22 A). Pequeñas variaciones de 
temperatura inducen la expresión del gen COR15a (Wang y Hua, 2009) induciéndose a 
partir de las 6 h de tratamiento de temperatura (Chinnusamy et al., 2003), aunque se 
desconoce el modo en el que estas variaciones son percibidas y transmitidas por la planta. 
Por el contrario, el gen KIN1 se induce por debajo de 4 ºC, a las 12 h de exposición al frío 
con un pico máximo a las 48 h, y no recupera los niveles basales hasta que la temperatura 
alcanza la temperatura control (Kurkela y Franck, 1990; Chinnusamy et al., 2003). Por ello, 
COR15a podría servir de sensor de disminución de la temperatura y KIN1 de sensor de 
inducción de la respuesta al frío a nivel transcripcional.  
La expresión de estos dos genes, marcadores de la respuesta a frío, se muestra en la 
figura 4.22 B. La expresión de KIN1 y COR15a aumentó tras la exposición a las bajas 
temperaturas. Estos genes recuperaron sus niveles basales de expresión una vez que las 
plantas fueron sometidas a temperaturas control. Este resultado indicaba que, en nuestras 
condiciones experimentales, se inducía la respuesta al frío a nivel transcripcional. 
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Figura 4.22 A Modelo de la regulación por frío de la cascada de señalización CBF en la que 
participan los genes KIN1 y COR15a (Miura et al., 2007). B Expresión de los genes de KIN1 y 
COR15a en plantas de A. thaliana cultivadas a 24 ºC (C), a 5 ºC durante 24, 48 y 72 h, y después 
de la recuperación a 24 ºC (Rec). Estos genes se utilizaron como control interno de la expresión 
inducida por frío y el gen de la ACTINA como gen de referencia. 
 
El análisis de expresión de los genes de las ω3 desaturasas de las líneas Col-0 y de las 
plantas mutantes de 4 semanas cultivadas a 22 ºC y expuestas durante una semana más 
a 8 ó 30 ºC se muestra en la figura 4.23.  
 
Figura 4.23 Expresión de los genes AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8 (PCR semicuantitativa) de plantas 
de A. thaliana Col-0 y de líneas mutantes (fad7i, fad8i, fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8) cultivadas a 8, 22 
y 30 ºC. La ACTINA se ha utilizado como gen de referencia. 
AtCOR15a
5 ºC (h)
AtKIN1
C   24  48  72  Rec.
ACTINA
A B
FAD3
FAD7
FAD8
ACTINA
22 ºC 30 ºC   8 ºC                      
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A 22 ºC se detectaron los tres genes en hojas de plantas Col-0 de 5 semanas. Como se ha 
indicado antes, la inserción de T-DNA en los mutantes provocaba la ausencia de los 
transcritos de AtFAD7 y AtFAD8 en los mutantes fad7i y fad8i, respectivamente (figura 
4.23, panel central). Es interesante destacar que la inactivación de los genes AtFAD7 y 
AtFAD8 en los mutantes de inserción fad7i y fad8i no parecía inducir ningún cambio 
significativo en la expresión de los genes AtFAD8 o AtFAD7, respectivamente, ni tampoco 
en la expresión del gen AtFAD3 a temperatura control. Además los transcritos de estos 
tres genes se amplificaron tanto en el doble mutante fad7 fad8 como en el triple mutante 
fad3 fad7 fad8 (figura 4.23). Estos datos sugieren que no parece existir una respuesta 
compensatoria a nivel transcripcional en los genes de las ω3 desaturasas como 
consecuencia de la inactivación específica de alguno de ellos.  
Tras la exposición de las plantas a las bajas (8 ºC) o altas (30 ºC) temperaturas no se 
observó ningún cambio en los niveles de los transcritos de los genes de las ω3 
desaturasas con respecto a la temperatura control. El único cambio detectable fue la 
ausencia de los transcritos de AtFAD7 y AtFAD8 en los mutantes fad7i y fad8i, 
respectivamente (figura 4.23, paneles izquierdo y derecho), tal y como ocurría a 22 ºC. 
Estos resultados indicaron que la incubación de plantas de cuatro semanas a 8 o 30 ºC 
durante una semana adicional no tenía ningún efecto significativo en los niveles de 
expresión de los genes de las ω3 desaturasas, ni en la línea Col-0, ni en las líneas 
mutantes.  
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4.4 ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN DE LA PROTEÍNA AtFAD8 EN LA 
MEMBRANA CLOROPLÁSTICA      
4.4.1 Inmunodetección de la proteína AtFAD8 en plantas 
En una primera aproximación al estudio de la distribución y localización subcelular 
de la proteína AtFAD8 se intentó obtener un anticuerpo específico contra la misma. Ningún  
anticuerpo contra una ω3 desaturasa de tipo FAD8 ha sido descrito anteriormente en la 
literatura. La obtención de este tipo de anticuerpos se ve dificultada por la imposibilidad, 
hasta el momento, de purificar estas proteínas. Una alternativa es la producción de 
anticuerpos a partir de un péptido sintético correspondiente a una secuencia específica de 
la proteína. Este procedimiento se utilizó en la generación del anticuerpo policlonal mono-
específico contra la ω3 desaturasa cloroplástica GmFAD7 de soja (Andreu et al., 2007; 
Andreu, 2010) y se ha utilizado, en este trabajo, para la generación de un anticuerpo 
contra la ω3 desaturasa cloroplástica AtFAD8 de Arabidopsis. El péptido sintético contenía 
la siguiente secuencia de aminoácidos: LTTLQSPSEEDTER (figura 4.24).  
 
Figura 4.24 Alineamiento de un fragmento de las secuencias de aminoácidos de las proteínas 
AtFAD7 y AtFAD8 dónde se muestra (en un recuadro) la región en la que se ha diseñado el péptido 
sintético para generar un anticuerpo específico contra la proteína AtFAD8. Se muestra, subrayado, 
el péptido señal predicho por el programa de predicción de localización subcelular WoLF PSORT. 
 
Varios fueron los criterios utilizados para el diseño de este péptido sintético. En primer 
lugar, se diseñó en el extremo N-terminal de la proteína, fuera de los dominios 
transmembrana (según el programa de predicción topológica SOSUI) pero posterior al 
péptido señal (predicho por el programa de predicción de localización subcelular WoLF 
                   10        20        30        40        50 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD7  1  MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNFLSNNN---KFRPSLSSSSYKTSSSP 47 
AtFAD8  1  MASSVLSECGFRPLPRFYPKHTTSFASNPKPTFKFNPPLKPPSSLLNSR- 49 
    
                   60        70        80        90       100 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD7  48 LSFGLNSRDGFTRNWALNVSTPLTTPIFEESPLEEDNKQRFDPGAPPPFN 97 
AtFAD8  49 --YGFYSK---TRNWALNVATPLTT---LQSPSEED-TERFDPGAPPPFN 90 
 
                   110       120       130       140       150 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD7  98 LADIRAAIPKHCWVKNPWKSLSYVVRDVAIVFALAAGAAYLNNWIVWPLY 147 
AtFAD8  91 LADIRAAIPKHCWVKNPWMSMSYVVRDVAIVFGLAAVAAYFNNWLLWPLY 140 
 
                   160       170       180       190        
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|..//. 
AtFAD7 148 WLAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPKLNSVVGHLLHSSILVPYH-//- 446 
AtFAD8 141 WFAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPRLNSVAGHLLHSSILVPYH-//- 435 
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PSORT) porque al procesarse el péptido señal se elimina el antígeno al que el anticuerpo 
debe reconocer. En segundo lugar, dado que FAD7 y FAD8 comparten una alta homología 
(identidad de 0,79), se diseñó el péptido sintético en una región con poca homología entre 
ambas proteínas, donde sólo 6 residuos de 14 están conservados (figura 4.24). 
Posteriormente, se inmunizaron dos conejos y se obtuvieron tanto sus sueros pre-inmunes 
como los sueros con el anticuerpo. Este proceso se realizó con el servicio comercial de 
Abyntek (Zamudio, España). 
Una vez obtenido el anticuerpo, se realizaron estudios de especificidad y de condiciones 
de uso. Para ello se tomaron muestras de extracto crudo de hojas y de una fracción 
enriquecida en cloroplastos de plantas de A. thaliana Col-0 cultivadas a temperatura 
control y a 5 ºC durante 72 h. Se decidió incluir un experimento de frío ante la posibilidad 
de que la proteína FAD8 sólo se detectase a bajas temperaturas. Tras la separación de las 
proteínas de las diferentes fracciones mediante electroforesis desnaturalizante y su 
posterior transferencia a membrana, se revelaron varias membranas en paralelo con el 
suero pre-inmune, con el suero que contiene el anticuerpo anti-AtFAD8 y únicamente con 
el anticuerpo secundario (sin anticuerpo primario). Se probaron, además, distintas 
diluciones de anticuerpo primario (1:200-1:750) y distintas condiciones de revelado. El 
tamaño de la proteína AtFAD8 predicho mediante el servidor de proteómica ExPASy era 
de 45,4 kDa sin el péptido señal y de 50,1 kDa con péptido señal. En la figura 4.25 se 
observa una banda algo mayor de 36 kDa en la fracción enriquecida en cloroplastos, pero 
no presente en extractos crudos (figura 4.25 A-C). Esta banda era reconocida tanto por el 
suero pre-inmune como por el anticuerpo anti-AtFAD8. Además, aparecía también en el 
revelado con el anticuerpo secundario (anti IgG de conejo, figura 4.25 C), por lo que su 
detección no respondería a una reacción específica del anticuerpo anti-AtFAD8. El suero 
preinmune detectó, además, bandas de pequeña masa molecular (< 28 kDa, figura 4.25 A) 
que también aparecían en el revelado con el anticuerpo primario (figura 4.25 B). Por lo 
tanto, sólo eran específicas del anticuerpo anti-AtFAD8 las bandas de 94 kDa en la 
fracción cloroplástica y de 94 y 52 kDa en el extracto crudo (figura 4.25 B). Estos tamaños 
son consistentes con el tamaño predicho para la proteína y podría ser indicador de la 
existencia de un dímero de AtFAD8. 
Se añadió además, como control negativo, una muestra de extracto crudo de una planta 
triple mutante, deficiente en ω3 desaturasas. El anticuerpo contra la proteína AtFAD8 no 
debía reconocer ninguna banda o, en todo caso, podría reconocer una proteína truncada 
de menor tamaño. Curiosamente, se encontró que el anticuerpo anti-AtFAD8 reconocía 
una banda de aproximadamente 94 kDa (figura 4.25 D) en la muestra del triple mutante, al 
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igual que la que se observaba en la muestra Col-0 (figura 4.25 B). Sin embargo, un 
resultado curioso fue que esta señal también se detectaba en el marcador comercial en las 
membranas reveladas con el anticuerpo anti-AtFAD8 a la altura la banda de BSA de 
94 kDa (mostrado en la figura 4.25 D), de modo que el anticuerpo primario parecía 
reconocer a la proteína BSA. 
 
Figura 4.25 Inmunodetección de la proteína AtFAD8 en muestras de extracto crudo (EC) y de una 
fracción enriquecida en cloroplastos (CL) de plantas cultivadas a 22 ºC (C)  y a 4 ºC (F), con suero 
pre-inmune (A), suero con anticuerpo anti-AtFAD8 (B) y anticuerpo secundario anti IgG de 
conejo (C). D Inmunodetección de la proteína AtFAD8 en un extracto crudo de una muestra de 
triple mutante (TM) y en el marcador comercial (M). De cada muestra se cargaron 10 µg de proteína 
total. 
 
Los resultados de inmunodetección obtenidos en todas las muestras y condiciones 
estudiadas, mostraron el reconocimiento de varias bandas inespecíficas (proteínas 
reconocidas por el anticuerpo secundario o el suero pre-inmune, BSA de marcador, 
bandas detectadas en el TM…). Ante la dificultad de explicar estos resultados se decidió 
utilizar otra aproximación experimental para comprobar la especificidad del anticuerpo anti-
AtFAD8.  
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4.4.2 Clonación de AtFAD8 con un marcador (HA) en Saccharomyces cerevisiae 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo anti-AtFAD8 y descartar o no su 
utilización, se decidió clonar la proteína AtFAD8 en un vector de expresión en levaduras 
(pFL383) unido a un marcador o etiqueta (HA) en el extremo N-terminal, como se describe 
en el apartado de Materiales y métodos. Se clonó la proteína en el extremo N-terminal 
porque la levadura no contiene cloroplastos y, por tanto, el péptido señal no puede ser 
procesado y no se pierde el marcador. Se clonó, además, la proteína AtFAD7 para 
comprobar, en su caso, la existencia de reactividad cruzada con el anticuerpo anti-
AtFAD8. El esquema de las construcciones obtenidas se muestra en la figura 4.26. 
 
Figura 4.26 Esquema de las construcciones pFL383-AtFAD7 y pFL383-AtFAD8 unidas al marcador 
HA en el extremo N-terminal. PS, péptido señal. 
 
Una vez transformadas las levaduras con estas construcciones  y con el vector vacío como 
control negativo, se extrajo el extracto crudo mediante el método del TCA descrito en el 
apartado de Materiales y métodos. Posteriormente, se realizaron ensayos de 
inmunodetección, en paralelo, revelando con los anticuerpos contra la proteína AtFAD8 y 
contra el marcador HA. Los resultados se muestran en la figura  4.27. Se observó que el 
anticuerpo anti-HA no detectaba ninguna proteína en la levadura transformada con el 
vector vacío (figura 4.27 A). En cambio, en las muestras de las construcciones pFL383-
AtFAD7 y pFL383-AtFAD8, detectó dos bandas muy intensas: una algo menor de 52,7 kDa 
y otra de más de 101,5 kDa, compatibles con una estructura monomérica de la proteína 
HA-AtFAD8 y otra dimérica, respectivamente (figura 4.27 A). Esta conformación dimérica 
podría corresponder a una conformación real de la proteína FAD8 en la membrana, 
aunque también se ha descrito que el marcador HA unido a proteínas de fusión puede 
favorecer la dimerización de las proteínas, incluso in vivo (Venegas-Calerón et al., 2010). 
Por el contrario, el anticuerpo anti-AtFAD8 reconoce las mismas bandas en la muestra del 
vector vacío y de las construcciones pFL383-AtFAD7 y pFL383-AtFAD8, compatibles con 
las reconocidas en los revelados anteriores (a la altura de los marcadores de 35,8 y 
52,7 kDa), pero incompatibles con un reconocimiento específico de la proteína AtFAD8, 
puesto que aparecen en el vector vacío (figura 4.27 B). Debido a estos resultados, se 
descartó el uso del anticuerpo anti-AtFAD8 para la detección específica de la proteína 
HA AtFAD8PS
pFL383
HA AtFAD7PS
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AtFAD8, y se decidió utilizar otra aproximación experimental para el estudio de la 
localización subcelular, descrita en el apartado siguiente. 
 
Figura 4.27 Inmunodetección de la proteína de fusión HA-AtFAD8 en muestras de extracto crudo 
de levaduras transformadas con el vector vacío (pFL) y con las construcciones pFL383-AtFAD7 
(pFL-7) y pFL383-AtFAD8 (pFL-8), reveladas con los anticuerpos contra la proteína AtFAD8 (A)  y 
contra el marcador HA (B). De cada muestra se cargaron 10 µg de proteína total.  
 
4.4.3 Localización subcelular de la proteína AtFAD8 en líneas estables de 
Arabidopsis thaliana 
 Tras los intentos infructuosos de obtener un anticuerpo anti-AtFAD8 válido, para 
verificar la localización y distribución de esta proteína, se decidió utilizar una nueva 
aproximación experimental. Esta aproximación consistió en la generación de líneas 
estables transgénicas de A. thaliana que sobreexpresaban (bajo control del promotor 35S) 
el gen AtFAD8 fusionado a la proteína amarilla fluorescente (YFP) en el extremo 
C-terminal (figura 4.28). Se eligió la proteína YFP para poder realizar experimentos de 
colocalización con la proteína AtFAD6-CFP, generada en nuestro laboratorio en un trabajo 
anterior. Y se eligió el extremo C-terminal porque al procesarse la secuencia señal del 
extremo N-terminal se pierde con ella el marcador YFP. También se generaron plantas 
transgénicas con el vector vacío pEarleyGate101 a modo de control.  
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Figura 4.28 Esquema de la construcción AtFAD8-YFP en el vector de destino pEarleyGate101. 
 
Las plantas transformadas fueron cultivadas con normalidad hasta la recolección de las 
semillas. Las distintas líneas fueron segregadas, mediante crecimiento en un medio 
selectivo (glufosinato de amonio), hasta la obtención de una generación T3 homozigota. 
Se seleccionaron las líneas T2, cuyas semillas eran resistentes al glufosinato de amonio  
en un 75%, y las líneas T3, cuya resistencia era del 90-100%, considerándose 
homozigotas para el transgen (tabla 4.6). 
 
pEarley101-AtFAD8-YFP  
Línea 
Plantas 
resistentes 
Plantas no 
resistentes 
Semillas no 
germinadas 
Semillas 
totales 
% plantas 
resistentes 
Col-0 0 todas 0 100 0,0 
 pE101-F8 (T2): 
    
  
1.1 72 26 
 
98 73,5 
1.2 71 28 
 
99 71,7 
pE101-F8 (T3): 
    
  
1.1.1 84 1 2 87 98,8 
1.1.2 67 21 11 99 76,1 
1.1.3 94 0 8 102 100,0 
1.1.4 56 27 6 89 67,5 
1.1.5 67 20 11 98 77,0 
1.1.6 64 17 4 85 79,0 
1.1.7 90 5 6 101 94,7 
1.1.11 96 1 3 100 99,0 
1.2.1 80 18 8 106 81,6 
1.2.2 52 28 16 96 65,0 
1.2.3 73 24 2 99 75,3 
1.2.4 87 1 10 98 98,9 
1.2.6 71 2 1 74 97,3 
1.2.7 80 14 4 98 85,1 
1.2.8 73 30 3 106 70,9 
1.2.9 58 11 0 69 84,1 
 
Tabla 4.6 Segregación de las generaciones T2 y T3 de dos líneas transgénicas independientes 
transformadas con pEarley101-AtFAD8-YFP (1.1 y 1.2). La segregación se realizó mediante medida 
de la resistencia a glufosinato de amonio. Se seleccionaron las líneas T2 resistentes en un 75% y 
las líneas T3 cuyas semillas eran resistentes en un 90-100%, considerándose homozigotas para el 
transgen (marcadas en negrita).  
YFPAtFAD8PS pEarley10135S
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Se cultivaron semillas de las plantas transgénicas (T3) homozigotas y se visualizaron sus 
hojas mediante microscopía confocal. Las plantas control (transformadas con el vector 
vacío) no presentaban ninguna señal fluorescente específica de la proteína YFP. En estas 
muestras solamente se observaba la autofluorescencia emitida por la clorofila de los 
cloroplastos, en rojo (figura 4.29 A). Por el contrario, las líneas transformadas con la 
construcción AtFAD8-YFP mostraron una señal fluorescente amarilla muy intensa 
asociada a los cloroplastos (figura 4.29 B-F). Se encontró esta señal en los cloroplastos de 
células de mesófilo (figura 4.29 D), de las células oclusivas del estoma (figura 4.29 B y E) 
y de los haces vasculares (figura 4.29 C y F).  
 
Figura 4.29 Expresión de la proteína fluorescente de fusión AtFAD8-YFP en Arabidopsis thaliana. 
A Planta transformada con el vector vacío pEarleyGate101. B-F Plantas transformadas con la 
proteína de fusión AtFAD8-YFP. A y D Células de mesófilo. B y E Células oclusivas de los estomas. 
C y F Haces vasculares. A-D Escala 50 µm. E y F Escala 10 µm. 
 
 
Haces vascularesC. oclusivasMesófilo
B C
D E F
Vector vacío A
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Además de en las hojas, se encontró señal fluorescente en otros tejidos tales como raíces 
(figura 4.30). Se observa en la imagen que la señal fluorescente se acumulaba, sobre 
todo, en la zona de proliferación de la raíz. 
 
Figura 4.30 Expresión de la proteína fluorescente de fusión AtFAD8-YFP en raíces de Arabidopsis 
thaliana. A Imagen de contraste diferencial interferencial (DIC). B Fluorescencia de la proteína YFP 
(AtFAD8-YFP), en amarillo. C Superposición de los dos campos anteriores. Escala 50 µm. 
 
La señal fluorescente se asociaba casi siempre a cloroplastos pequeños (figura 4.31 A), 
aunque también se encontró en cloroplastos más grandes de células de mesófilo. 
Frecuentemente, se encontró la señal asociada a cloroplastos en división en hojas jóvenes 
(figura 4.31 C). La señal fluorescente se asociaba a los cloroplastos, pero no de forma 
homogénea, sino en áreas discretas de la superficie del cloroplasto, también llamadas foci. 
Normalmente, se observaban dos o más foci por cloroplasto, en una localización 
compatible con los polos del cloroplasto.  
 
Figura 4.31 A-C Expresión de la proteína fluorescente de fusión AtFAD8-YFP en hojas de 
Arabidopsis thaliana. Escala 10 µm. Las puntas de flecha señalan los foci en la imagen A y un 
cloroplasto en división en la imagen C.  
10A
B
C
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4.4.4 Localización transitoria de la proteína AtFAD8 en Nicotiana benthamiana 
El patrón de acumulación de la señal fluorescente encontrado era compatible con la 
localización cloroplástica de la proteína (figura 4.31). Sin embargo, el patrón en zonas 
concretas o foci era inesperado, por lo que se llevaron a cabo experimentos de expresión 
transitoria en N. benthamiana para confirmar la localización plastidial y el patrón de 
acumulación de la proteína AtFAD8. Como se muestra en la figura 4.32 A, en las hojas de 
N. benthamiana transformadas con el vector vacío, sólo se observa la autofluorescencia 
emitida por los cloroplastos. Las hojas transformadas con la construcción AtFAD8-YFP 
mostraban una abundante señal fluorescente asociada a los cloroplastos. Esta señal 
mostraba el mismo patrón de acumulación en foci que en las líneas transgénicas estables, 
confirmando que su distribución en la membrana no es homogénea. En las células de 
tabaco se observaban varios foci por cloroplasto, pero al igual que en las líneas estables, 
se observaban dos o tres foci más intensos en una localización compatible con los polos 
del cloroplasto (figura 4.32). Se ha encontrado en la literatura que el patrón inesperado de 
localización de AtFAD8 en foci discretos es compartido por otras proteínas localizadas en 
el cloroplasto:  MSL-2 y MSL-3, ARC3, ISE-2 o SPD1 (Haswell y Meyerowitz, 2006; Maple 
et al., 2007; Burch-Smith et al., 2011; Ruppel et al., 2011; Yang et al., 2011) .  
 
Figura 4.32 Expresión transitoria de la proteína fluorescente de fusión AtFAD8-YFP en Nicotiana 
benthamiana. A Planta transformada con el vector vacío pEarley101. B y C Plantas transformadas 
con la proteína de fusión AtFAD8-YFP. A y B Escala 50 µm. C Escala 10 µm. 
 
Es importante destacar que todos estos experimentos de sobreexpresión y localización de 
la proteína AtFAD8, así como los cultivos de las plantas de Arabidopsis y de tabaco 
transgénicas, se realizaron a temperatura ambiente, indicando que la proteína FAD8 se 
encontraba presente en las plantas a la temperatura de crecimiento (22 ºC).  
B CA
Vector vacío FAD8-YFP
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4.4.5 Regulación por desarrollo de los niveles de la proteína AtFAD8 
En un trabajo anterior del laboratorio, se observó que puede existir un patrón de 
acumulación de las proteínas AtFAD6-CFP y AtFAD7-YFP dependiente del desarrollo de 
los cloroplastos en la hoja de modo que ambas proteínas se detectaban mayoritariamente 
en cloroplastos pequeños de hojas jóvenes (Lagunas, 2013). Para verificar si en el caso de 
la proteína AtFAD8-YFP ocurría lo mismo, se analizó la expresión del transgen AtFAD8-
YFP mediante PCR y de la proteína AtFAD8-YFP mediante inmunodetección en extractos 
crudos de hojas de plantas transformadas con la construcción AtFAD8-YFP y con el vector 
vacío, cultivadas durante de 10, 14, 21 y 30 días. En la inmunodetección de la proteína 
AtFAD8-YFP se utilizó el anticuerpo anti-GFP que también reconoce a la proteína YFP. 
Como se muestra en la figura 4.33, se encontró expresión tanto del transgen como de la 
proteína, a todas las edades estudiadas. Esto sugería que, en el caso de la proteína 
AtFAD8, no parece haber una relación entre la edad de la planta, el desarrollo de la hoja y 
la cantidad relativa de YFP, y por lo tanto de la proteína FAD8. 
 
Figura 4.33 Expresión del transgen AtFAD8-YFP y de la proteína AtFAD8-YFP en un extracto crudo 
de hojas de plantas transformadas con la construcción FAD8-YFP y con el vector vacío (VV), 
cultivadas durante 10, 14, 21 ó 30 días (d). El transgen se amplificó mediante RT-PCR con un 
cebador 5’ específico del gen FAD8 y un cebador 3’ del gen YFP.  El gen de la ACTINA se utilizó 
como gen de referencia. En la inmunodetección se utilizó un anticuerpo anti-GFP que también 
reconoce a la proteína YFP. Se cargaron 10 µg de proteína total por muestra. La tinción con 
Coomassie del gel de electroforesis se utilizó como control de carga.  
 
 
10d 14d  21d 30d
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Además, se visualizaron al microscopio plantas de distintas edades (7, 14 y 21 días) 
transformadas con la construcción AtFAD8-YFP. En este caso la señal fluorescente era 
detectada en cloroplastos de las células oclusivas de los estomas y en los haces 
vasculares, a cualquier edad de la planta (figura 4.34 14d). En las células de mesófilo, la 
señal se encontraba, también a todas las edades de la planta, en cloroplastos pequeños 
(figura 4.34) y no desaparecía como en el caso de las proteínas de fusión AtFAD6-CFP y 
AtFAD7-YFP.  
 
Figura 4.34 Expresión de la proteína fluorescente de fusión AtFAD8-YFP en células de mesófilo 
en plantas de Arabidopsis thaliana  de 7, 14 y 21 días (d). Escala 50 µm. 
 
4.4.6 Inmunodetección de la construcción AtFAD8-YFP en distintas fracciones 
celulares  
 
Los resultados anteriores confirmaron la localización plastidial de la proteína 
AtFAD8. Además, los resultados de microscopía confocal, tanto de las líneas transgénicas 
estables como de las líneas transformadas de forma transitoria, sugirieron que la proteína 
FAD8-YFP se localiza en la superficie del cloroplasto, en un patrón compatible con una 
localización en la envuelta plastidial. Estos resultados concuerdan con los datos de 
proteómica propuestos por Ferro et al. (2003) y Froehlich et al. (2003) para la localización 
de las ω6 y ω3 desaturasas. Para confirmar la localización cloroplástica de la proteína 
FAD8, y más concretamente la localización en las membranas, se llevó a cabo un 
fraccionamiento bioquímico de las líneas estables de A. thaliana transformadas, seguido 
de inmunodetección con anticuerpos específicos (anti-GFP y anti-RuBisCO). El anticuerpo 
anti-GFP también reconoce a la proteína YFP.  
En primer lugar, se analizaron los extractos crudos de hojas de plantas de A. thaliana de 
dos semanas transformadas con el vector vacío y con la construcción FAD8-YFP. Como 
7d                        14 d 21d
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se muestra en la figura 4.35 A, se detectaba una intensa banda correspondiente a la 
proteína de fusión FAD8-YFP en los extractos de la planta transgénica mientras que no 
había señal en la planta transformada con el vector vacío. La banda observada tenía una 
masa molecular de 72-79 kDa, compatible con el tamaño estimado de la proteína de 
fusión, de 72 kDa (o de 79 kDa si tenemos en cuenta la masa del péptido señal). Merece 
la pena señalar que la presencia de la proteína de fusión FAD8-YFP era consistente con la 
expresión del transgen. Se examinó la expresión del mismo en hojas de plantas de 
A. thaliana transformadas con el vector vacío y con la construcción FAD8-YFP, de modo 
que sólo se encontraba expresión en la planta transformada con el transgen 
(figura 4.35 B). 
 
Figura 4.35 A Inmunodetección con anticuerpos específicos (anti-GFP, que también detecta a la 
proteína YFP, y anti-RuBisCO) del fraccionamiento celular de las plantas trasformadas: extracto 
crudo (EC), cloroplastos intactos (CL), fracción soluble (S) y fracción membranosa (M). Se cargaron 
10 µg de proteína total por muestra. El tamaño de la proteína AtFAD8-YFP es de 72 kDa y el de la 
RuBisCO de 56 kDa. B Expresión del transgen AtFAD8-YFP en hojas de plantas transformadas con 
la construcción FAD8-YFP y con el vector vacío pEarley101 (VV). Se utilizó el gen de la ACTINA 
como gen de referencia. 
 
Tras verificar que el anticuerpo anti-GFP reconocía una proteína del tamaño esperado en 
los extractos crudos de las plantas transgénicas, se aislaron cloroplastos intactos de las 
mismas y se lisaron por choque osmótico para separar, después, la fracción soluble 
(estroma), de la membranosa (donde se encuentran envueltas y tilacoides). Como se 
muestra en la figura 4.35 A, se detectó la proteína de fusión FAD8-YFP (de 72 kDa 
aproximadamente) en los cloroplastos intactos y en la fracción membranosa de los 
VV  F8-YFP
Anti-GFP
FAD8-YFP
Anti-RuBisCO
VV   F8-YFP    CL    S      M    CL   S    M
EC           vector  vacío       F8-YFP
B   
A   
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cloroplastos lisados, detectándose en mucha menor cantidad en la fracción soluble. Estos 
resultados confirmaban la localización cloroplástica y sugerían que la proteína se 
encontraba localizada en la fracción membranosa del cloroplasto. Para validar estos 
resultados se utilizó un anticuerpo contra la subunidad grande de la enzima RuBisCO 
(RbcL), que es una proteína soluble muy abundante en el estroma del cloroplasto. En el 
análisis de fraccionamiento e inmunodetección con el anticuerpo anti-RuBisCO se detectó 
esta proteína abundantemente, tanto en los cloroplastos como en la fracción soluble de los 
cloroplastos lisados, y en mucha menor medida en la fracción membranosa, confirmando 
que la proteína FAD8-YFP está asociada a las membranas del cloroplasto. 
 
4.4.7 Distribución subcelular de las proteínas AtFAD8 y AtFAD6 
Nuestro análisis funcional de las desaturasas apuntó que la ω3 desaturasa FAD8 
utiliza preferentemente el sustrato 18:2. Este sustrato puede ser originado por la ω6 
desaturasa FAD3 en el RE y posteriormente transportado al cloroplasto o directamente 
originado por la ω6 desaturasa FAD6 en el cloroplasto. Una cuestión a la que se le ha 
dedicado poco tiempo de estudio es la distribución de las desaturasas de membrana y su 
grado de asociación o interacción. Como una primera aproximación para estudiar el grado 
de interacción entre las proteínas FAD6 y FAD8, se examinó si ambas proteínas podían 
colocalizar en la envuelta del cloroplasto. Para ello se llevaron a cabo experimentos de 
coexpresión transitoria en hojas de N. benthamiana con las construcciones AtFAD8-YFP y 
AtFAD6-CFP (figura 4.36) y se analizaron mediante microscopía confocal. 
 
Figura 4.36 Esquema de las construcciones AtFAD8-YFP en el vector de expresión 
pEarleyGate101 y AtFAD6-CFP en el vector pEarleyGate102. PS, péptido señal. 
 
En primer lugar, no se detectó señal en las plantas transformadas con los dos vectores 
vacíos (resultados no mostrados). En las plantas transformadas con las construcciones 
AtFAD8-YFP y AtFAD6-CFP, se detectó la proteína FAD8-YFP en forma de foci en la 
superficie del cloroplasto (figura 4.37 B), como se ha indicado antes en este trabajo. La 
proteína FAD6-CFP también fue detectada en puntos específicos de la superficie del 
YFPAtFAD8PS pEarley10135S
CFPAtFAD6PS pEarley10235S
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cloroplasto, como se ha descrito anteriormente en plantas transgénicas estables de 
A. thaliana (Lagunas, 2013), mostrando un patrón de acumulación similar al patrón en foci 
de la proteína FAD8 (figura 4.37 C). Se evitó el cruce de canales en la detección de la 
señal fluorescente restringiendo el rango de longitud de onda de emisión de cada canal. 
Como se muestra en la figura 4.37 D, en color blanco, la mayoría de la señal de la proteína 
FAD6-CFP solapaba con la señal de la proteína de fusión FAD8-YFP, también en zonas 
concretas (foci) sugiriendo que ambas proteínas podrían colocalizar en la membrana del 
cloroplasto. 
 
Figura 4.37 Colocalización transitoria de las proteínas fluorescentes de fusión AtFAD8-YFP y 
AtFAD6-CFP en Nicotiana benthamiana. A Autofluorescencia de los cloroplastos, en rojo. B  
Fluorescencia de la proteína YFP (AtFAD8-YFP), en amarillo. C Fluorescencia de la proteína CFP 
(AtFAD6-CFP), en azul. D Superposición de la fluorescencia recogida por los 3 canales anteriores. 
En blanco, se observa la colocalización entre la señal amarilla y azul. Escala 10 µm.  
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1 CONTRIBUCIÓN DE LOS GENES DE LAS ω3 DESATURASAS DE ÁCIDOS 
GRASOS A LA RESPUESTA AL FRÍO EN SOJA   
La temperatura es uno de los principales factores ambientales que influyen en la 
distribución geográfica de las especies vegetales (Woodward, 1988; Thomashow, 1999), 
siendo el rango de temperaturas que las plantas deben soportar extremadamente variable, 
tanto en la escala temporal como en la espacial (Iba, 2002). La aclimatación de las plantas a 
la temperatura depende directamente de su capacidad de desarrollar mecanismos de 
adaptación. Estos complejos mecanismos involucran un gran número de modificaciones 
bioquímicas y fisiológicas, entre las que se encuentran las modificaciones en la composición 
de los lípidos de membrana (Kaye y Guy, 1995; Thomashow, 1999; Iba, 2002). Dichas 
modificaciones se consideran uno de los factores más sensibles que determinan la 
adaptabilidad de las plantas a las distintas temperaturas e incluso su distribución geográfica. 
Las características fisicoquímicas de la bicapa lipídica a distintas temperaturas difieren con 
la naturaleza del grupo polar de los glicerolípidos que la componen y con la longitud y el 
nivel de insaturación de los ácidos grasos que forman parte de los glicerolípidos. Además, 
los lípidos y ácidos grasos que componen las membranas varían dependiendo de la 
temperatura de crecimiento. Varias observaciones (revisado en Iba, 2002) sugieren que los 
ácidos grasos poliinsaturados son requeridos para la supervivencia de las plantas a bajas 
temperaturas y para la formación de la membrana del cloroplasto bajo condiciones de estrés 
por congelación. Las enzimas ω3 desaturasas de ácidos grasos catalizan la reacción de 
insaturación de los ácidos dienoicos para dar lugar a ácidos grasos trienoicos, componentes 
poliinsaturados mayoritarios de las membranas celulares de plantas. La regulación de la 
actividad de estas enzimas es, por tanto, un elemento clave en la respuesta de las plantas a 
los cambios de temperatura. 
En este trabajo se ha analizado el comportamiento de todas las ω3 desaturasas de soja, 
tanto reticulares como plastidiales. Se ha analizado la transcripción de estos genes y el 
contenido de ácidos grasos de la planta, con el objetivo de intentar determinar la 
contribución de cada ω3 desaturasa individual a la síntesis de ácido linolénico (18:3) en 
respuesta al frío. El interés de realizar este estudio en una planta como la soja se debe, en 
primer lugar a su alto interés agronómico. Por otro lado, la soja es un organismo 
alotetraploide y posee, al menos duplicados, todos los genes de las desaturasas, tanto 
reticulares como plastidiales. Esto aporta una valiosa información sobre la especialización y 
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función de cada una de las desaturasas, permitiéndonos obtener información de las razones 
por las cuales estos genes se han mantenido durante la evolución. 
 
5.1.1 Efecto de las bajas temperaturas sobre la composición de ácidos grasos en 
soja  
Una de las primeras respuestas de las plantas al frío consiste en un aumento de los 
niveles de 18:3. Sin embargo, este aumento parece ser muy variable y extremadamente 
dependiente de la especie, tejido o incluso del grado de desarrollo de la planta. Así, en la 
mayoría de las especies de plantas analizadas en la literatura se encontraron incrementos 
en el nivel de 18:3 tras la exposición al frío, aunque con porcentajes muy variables. En hojas 
de abedul, se ha descrito un aumento de 18:3 de alrededor del 5% en galactolípidos en 
respuesta al frío (Martz et al., 2006). Al igual que en abedul, tanto en hojas de algodón 
(Kargiotidou et al., 2008) como de tabaco (Kodama et al., 1995), se detectaron pequeños 
incrementos en la producción de 18:3 (aproximadamente un 6%) tras la disminución de la 
temperatura a 10 o 15 ºC, respectivamente. En hojas de soja, se han descrito aumentos del 
7% en los niveles de 18:3 de los lípidos totales, en plantas de 12 días expuestas a 8 ºC 
durante una semana (Li et al., 2007). También se han descrito aumentos del 3-7% en 
plantas de soja cultivadas a 18 ºC durante 4 semanas, respecto a los 22-28 ºC de las 
plantas control (Heppard et al., 1996). Más recientemente, Upchurch y Ramirez (2011) 
describieron un incremento del 8% en los niveles de 18:3 en plantas de soja de cuatro 
semanas, expuestas a una temperatura de 20/16 ºC (día/noche) durante 72 h, con respecto 
a los 26/22 ºC de las plantas control. En Arabidopsis se han descrito cambios mayores en 
los niveles de 18:3 (alrededor del 6-12% en hojas) en respuesta a las bajas temperaturas 
(Browse et al., 1986a; Miquel et al., 1993; McConn et al., 1994; Shi et al., 2011). Sin 
embargo, los mayores incrementos de 18:3 se han detectado en tejidos no fotosintéticos. 
Así, en raíces de trigo expuestas a 10 ºC se ha descrito un incremento en los niveles de 18:3 
del 22% en lípidos totales (Horiguchi et al., 2000; Kargiotidou et al., 2008) y en raíces de 
Arabidopsis se han descrito incrementos del 15% en los niveles de 18:3  en respuesta a las 
bajas temperaturas (Shi et al., 2011). Todos estos datos señalan que aunque existe un 
aumento de 18:3 en respuesta al frío, con excepción de los tejidos no fotosintéticos como la 
raíz de trigo o de Arabidopsis, en la mayoría de las plantas estudiadas los cambios no 
parecen ser muy elevados. 
También hay que tener en cuenta el efecto que el desarrollo de la planta o la maduración de 
la hoja pueden tener sobre el contenido en ácidos grasos poliinsaturados (Iba, 2002). Se ha 
  Discusión 
167 
descrito que el nivel de 18:3 aumenta en el desarrollo de las hojas en la mayoría de las 
especies vegetales. Este es el caso del maíz (Leech et al., 1973), del trigo (Horiguchi et al., 
1998), de A. thaliana (Horiguchi et al., 1996) o de soja (Lagunas et al., 2013), por citar 
algunos ejemplos. Estos datos obligan a reinterpretar algunos resultados anteriores, como 
los obtenidos en soja. En éstos se describía una sensibilidad diferente a la temperatura 
durante los distintos estadios del desarrollo de la hoja, de modo que en plantas más jóvenes 
(17 días) los cambios eran mayores que en plantas maduras (26 días), cuando la 
temperatura de crecimiento descendía de 28 a 18 ºC (Heppard et al., 1996). Teniendo en 
cuenta que en la literatura existe una gran variabilidad en cuanto a la edad de las plantas 
estudiadas, a la temperatura de cultivo y al tiempo de exposición al frío, entre otros 
parámetros, se hace muy difícil diferenciar el efecto del incremento de 18:3 debido 
exclusivamente a la temperatura del debido al desarrollo de la planta. Excepto Upchurch y 
Ramirez (2011), otros autores someten plantas de soja más jóvenes a tiempos más largos 
de exposición a las bajas temperaturas (plantas de 12 días a 8 ºC durante una semana, Li et 
al, 2007) o las cultivan directamente a la temperatura de estudio durante 17-26 días 
(Heppard et al., 1996). Estos autores describen aumentos de 18:3 de aproximadamente un 
7% que, de nuevo, podrían ser compatibles con un incremento del 18:3 debido a la 
maduración de la hoja o al desarrollo de la planta (Lagunas et al., 2013) En estudios de 
respuesta al frío en A. thaliana encontramos las mismas condiciones, los incrementos en los 
niveles de ácidos grasos trienoicos han sido obtenidos tras exposiciones prolongadas a las 
bajas temperaturas, durante dos (McConn et al., 1994), tres (Miquel et al., 1993), u ocho 
semanas (Horiguchi et al., 1996). En algunos de estos trabajos se podría estar solapando el 
efecto de las bajas temperaturas al del desarrollo de la hoja. 
En nuestras condiciones experimentales, en las que no se observó ningún aumento 
significativo del contenido de 18:3 tras la exposición de las plantas a la temperatura, las 
plantas maduras de soja (19 días) eran expuestas a 72 h de frío. Estos tiempos cortos de 
exposición tenían como objetivo minimizar el posible efecto del desarrollo sobre el contenido 
de 18:3. También se realizaron experimentos de exposición de hojas jóvenes de soja (7-10 
días) a bajas temperaturas (resultados no mostrados) pero se hacía imposible separar el 
efecto del desarrollo. Por ello se decidió comparar el estudio de las hojas maduras con el 
cultivo de suspensiones celulares de soja expuestas a bajas temperaturas, ya que desde un 
punto de vista fisiológico las suspensiones celulares se comportan de forma similar a células 
de mesófilo de hojas jóvenes de soja (Rogers et al., 1987), con un contenido en 18:3 que no 
varía durante el ciclo de cultivo y que, por tanto, evita las modificaciones debidas al 
desarrollo. En nuestros ensayos con plantas maduras o con suspensiones celulares de soja, 
como los tiempos de exposición a las bajas temperaturas eran cortos, podemos afirmar que 
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los cambios encontrados se deben únicamente a la temperatura, y no a procesos de 
desarrollo. Los ensayos de exposición al frío de Arabidopsis también se realizaron con 
plantas maduras. Es importante destacar que ni en los ensayos de exposición al frío de soja 
(hojas maduras y suspensiones celulares), ni en los de Arabidopsis, se ha encontrado un 
aumento significativo en los niveles de 18:3 en las nuestras condiciones experimentales. 
 
5.1.2 Efecto de las bajas temperaturas sobre la expresión de los genes de las ω3 
desaturasas en soja  
Muchos de los estudios que analizan la regulación de las desaturasas plastidiales en 
respuesta a las bajas temperaturas no analizan la regulación de las desaturasas reticulares 
en las mismas condiciones experimentales. Hasta donde sabemos, únicamente nuestro 
estudio y otro estudio realizado en abedul (Martz et al., 2006), han analizado la regulación 
de todas las ω3 desaturasas, tanto reticulares como plastidiales en el mismo experimento. 
En nuestro trabajo, a pesar de las pequeñas modificaciones obtenidas en los niveles de 18:3 
en respuesta al frío, los datos mostraron cambios específicos a nivel transcripcional en 
determinados genes de las ω3 desaturasas de soja (figuras 4.2 y 4.5). Es importante 
destacar que en nuestro estudio se examinó la expresión de genes sensibles al frío, 
GmSCOF-1 en soja, y KIN1 y COR15a en Arabidopsis, como controles internos de 
respuesta transcripcional a las bajas temperaturas. Se encontró que la que la expresión de 
estos 3 genes aumentaba tras la exposición a las bajas temperaturas, y volvía a disminuir 
una vez que se sometían las plantas a la temperatura control. Este resultado indicaba que, 
en nuestras condiciones experimentales, se inducía la respuesta al frío a nivel 
transcripcional en ambas especies, por lo que los mecanismos moleculares de respuesta al 
frío se encontraban activos. Dado que en nuestras condiciones experimentales no 
detectamos cambios significativos en el contenido de 18:3, nuestros resultados sugieren 
que, al menos en soja, los cambios específicos en la expresión de algunos genes tienen 
como objetivo producir una redistribución de la actividad de las ω3 desaturasas a cargo de 
la insaturación de lípidos determinados o de compartimentos concretos, más que  
incrementar el contenido en ácidos grasos poliinsaturados.  
Así, en este trabajo, se detectó una rápida activación transitoria del gen GmFAD7-2 en 
respuesta al frío, que precedía a los pequeños cambios observados en el contenido de 18:3. 
Este incremento se observó en hojas trifoliares maduras, pero no se detectó en 
suspensiones de células fotosintéticas. En cambio, el gen GmFAD7-1 no presentaba 
ninguna modificación en respuesta al frío. Upchurch y Ramirez (2011) no veían cambios en 
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la expresión de GmFAD7 tras la exposición de las plantas de soja al frío. Estos autores no 
diferenciaban los dos genes GmFAD7 en su estudio, pero nuestro análisis de los cebadores 
que ellos utilizaron reveló que sólo amplificaban el gen GmFAD7-1, lo que concordaría con 
nuestros datos. Se ha descrito previamente que la isoforma GmFAD7-1 parece ser más 
sensible a la respuesta por herida que GmFAD7-2 (Andreu et al., 2010). Todos estos 
resultados sugieren un cierto grado de especialización de las isoformas de GmFAD7, con 
una función específica de GmFAD7-2 en respuesta al frío. No existe un patrón claro en la 
literatura que determine el efecto de las bajas temperaturas sobre la expresión de FAD7. 
Así, en algunas especies no se detectaron variaciones en la expresión del gen FAD7 tras la 
exposición de las plantas a las bajas temperaturas (BpFAD7, Martz et al., 2006). En cambio, 
en otras, se observó una activación del gen FAD7 a las 48 h de exposición a 4 ºC (AtFAD7, 
Shi et al., 2011) y en otras, una disminución de la expresión a temperaturas inferiores a 
15 ºC (ZmFAD7, Berberich et al., 1998). Todos estos datos sugieren que los cambios en la 
expresión de FAD7 en respuesta al frío podrían ser específicos de cada especie.  
Generalmente, se ha descrito que el incremento de 18:3 observado a bajas temperaturas en 
Arabidopsis se debe a la inducción del gen AtFAD8. Así, Gibson et al. (1994) identificaron el 
locus FAD8 en un mutante de Arabidopsis fad7, que era capaz de producir ácidos grasos 
trienoicos a bajas temperaturas (McConn et al., 1994). Al igual que en Arabidopsis (Gibson 
et al., 1994; Shi et al., 2011), las bajas temperaturas parecen inducir la transcripción del gen 
FAD8 en maíz (Berberich et al., 1998), arroz (Wang et al., 2006) o abedul (Martz et al., 
2006). También se ha descrito un aumento de GmFAD8 en soja, a las 48 h de la 
disminución de la temperatura de 26 a 20 ºC (Upchurch y Ramirez, 2011). De la misma 
forma que con los genes GmFAD7, estos autores tampoco diferenciaban las dos isoformas 
de GmFAD8, pero nuestro análisis de sus cebadores reveló que sólo amplificaban el gen 
GmFAD8-2. Por el contrario, los datos de nuestro trabajo en soja, mostraron altos niveles de 
ambos transcritos GmFAD8, incluso a temperatura control, pero no mostraron cambios 
aparentes tras la exposición de las plantas a las bajas temperaturas (5 ºC). Este resultado 
sugiere que, si hay un efecto específico de la temperatura en los genes GmFAD8, este no 
ocurre a nivel transcripcional. En este sentido, se ha descrito un mecanismo de regulación 
post-traduccional para la AtFAD8 de Arabidopsis tras la exposición de las plantas a altas 
temperaturas (Matsuda et al., 2005). Estos autores llegaron a la conclusión de que la región 
C-terminal (44 aminoácidos) de la proteína FAD8 actuaba como una región de 
autorregulación sensible a la temperatura, aunque su mecanismo de estabilización sobre la 
desaturasa se desconoce. Con nuestros resultados y en ausencia de datos específicos a 
nivel de proteína o de actividad enzimática, no podemos concluir la existencia de otros 
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puntos de control que regulen la cantidad y actividad de las proteínas GmFAD8 en 
respuesta al frío. 
En el caso de las ω3 desaturasas reticulares de soja se ha observado una regulación 
transcripcional en respuesta al frio, ya que se ha detectado un aumento del transcrito de 
GmFAD3A, tanto en hojas maduras como en suspensiones celulares. Este resultado es 
consistente con las observaciones previas para FAD3 de hojas de colza (Tasseva et al., 
2004) o de abedul (Martz et al.,  2006). También en raíces, se ha descrito un aumento de la 
expresión del gen FAD3 en trigo (Horiguchi et al., 2000) y en Arabidopsis (Shi et al., 2011). 
Por el contrario, la expresión de los genes GmFAD3B y GmFAD3C no sufría ninguna 
modificación en respuesta al frío, al igual que ocurría con el gen AtFAD3 de hojas de 
Arabidopsis (Shi et al., 2011). Los datos obtenidos de la expresión de las ω3 desaturasas 
reticulares confirman que, al igual que ocurría con la expresión de los genes GmFAD7, las 
modificaciones en respuesta al frío de los genes GmFAD3 pueden ser específicas de cada 
isoforma. 
Otra cuestión interesante, derivada de nuestros resultados, es la implicación de mecanismos 
de procesamiento o splicing alternativo en la regulación de la expresión de las ω3 
desaturasas en soja. Este tipo de variantes de splicing no ha sido descrito anteriormente 
para estos genes en ninguna otra especie vegetal. La variante de splicing derivada de 
GmFAD8-1 (figura 4.6.A) no estaba relacionada con la temperatura. La existencia de un 
intrón en la región 5’ UTR sugiere una regulación de la expresión génica de GmFAD8-1, que 
puede estar relacionada con la abundancia relativa de esta isoforma. En cambio, la isoforma 
truncada de GmFAD3A (GmFAD3A-T), generada mediante un mecanismo de 
procesamiento alternativo (figura 4.7), parece ser específica de frío, ya que se acumulaba 
únicamente tras la exposición de las plantas de soja a las bajas temperaturas. Se encontró 
otra isoforma truncada similar en las bases de datos de Arabidopsis (AtFAD3-T, código de la 
base de datos GenBank NM_179808), de modo que esta forma de procesamiento 
alternativo no es única de soja, aunque en este último caso no parece que su acumulación 
esté relacionada con el frío. Aunque todavía no se conoce la función específica de estas 
isoformas alternativas, se están encontrando muchas formas debidas a procesamiento 
alternativo asociadas a estreses abióticos, como se detalla en el siguiente apartado (Reddy, 
2007).  
En conclusión, los resultados presentados en esta parte del trabajo muestran que en soja 
existe una respuesta al frío específica de algunas de las isoformas de las ω3 desaturasas a 
nivel transcripcional, involucrando tanto a desaturasas reticulares (GmFAD3A) como 
plastidiales (GmFAD7-2), para mantener unos niveles apropiados de 18:3 en los lípidos de 
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membrana en condiciones de bajas temperaturas. Las isoformas GmFAD8-1 y GmFAD8-2 
no están sujetas a regulación transcripcional, por lo que si tienen un papel específico de las 
bajas temperaturas éstas tienen que estar reguladas a nivel post-transcripcional. Se han 
detectado, también, otros tipos de regulación relacionados con mecanismos de 
procesamiento alternativo de las desaturasas, tanto reticulares (GmFAD3A-T) como 
plastidiales (isoforma de GmFAD8-1). Teniendo en cuenta estos resultados, se observa que 
las ω3 desaturasas plastidiales (FAD7 y FAD8) y reticulares (FAD3) cooperan para 
determinar el nivel de ácidos grasos trienoicos, tanto en las membranas plastidiales como en 
las extraplastidiales.  
 
5.2 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LAS ω3 DESATURASAS RETICULARES 
DE SOJA  
Como se ha comentado anteriormente, la expresión heteróloga en levaduras ha sido 
ampliamente utilizada para el estudio de la funcionalidad de las desaturasas reticulares de 
plantas. La utilización de sistemas heterólogos ha permitido la caracterización de las 
desaturasas FAD2 de girasol (Martínez-Rivas et al., 2001; Sánchez-García et al., 2004; 
Rodríguez-Vargas et al., 2007), Arabidopsis (Covello y Reed, 1996), soja (Li et al., 2007), 
Vernicia fordii (Dyer et al., 2002) y olivo (Hernández et al., 2005); y las desaturasas FAD3 de 
colza (Reed et al., 2000; Dyer et al., 2001), Vernicia fordii (Dyer et al., 2004), lino (Vrinten et 
al., 2005), Sapium sebiferum (Niu et al., 2008) e incluso alguna isoforma de soja (GmFAD3A 
y GmFAD3C, Anai et al, 2005; Zhang et al., 2009).  
Debido a la existencia de distintas isoformas de las ω3 desaturasas reticulares con diferente 
perfil de expresión frente a la temperatura en soja, en esta Tesis Doctoral se llevó a cabo un 
estudio exhaustivo de su actividad en relación a la temperatura. Además, en este trabajo se 
ha incluido el estudio de la isoforma truncada GmFAD3A-T, que aumentaba su expresión 
tras la exposición del las plantas frío, para comprobar su funcionalidad (figura 4.2 A). 
Aunque esta isoforma carece de la secuencia que codifica la tercera caja de histidinas, nos 
planteamos la duda de su funcionalidad por varias razones. Por un lado, se encontró una 
isoforma similar en A. thaliana. Curiosamente, y a pesar de que el mecanismo de 
procesamiento alternativo era distinto en las proteínas truncadas de soja (splicing de 
exones) y de Arabidopsis (splicing por retención de intrón), ambas eran muy similares, 
truncándose en el mismo punto (figura 5.1), aunque la isoforma de soja conservaba el 
dominio de anclaje a la membrana. Por otro lado, otras desaturasas solubles (FAB2, 
Shanklin y Cahoon, 1998) y de membrana (FAD4, Gao et al., 2009) poseen sólo dos motivos 
de unión a hierro en su centro activo, por lo que son funcionales con dos cajas de histidina 
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en lugar de tres. Se trataba de analizar si la forma truncada de GmFAD3A, con sólo dos 
cajas de histidinas, era capaz de mantener algo de la actividad ω3 desaturasa. 
 
 
Figura 5.1 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las isoformas de las ω3 desaturasas 
reticulares de Arabidopsis y soja AtFAD3 y GmFAD3A y de sus isoformas truncadas (AtFAD3-T y 
GmFAD3A-T). En fondo negro se muestran los aminoácidos idénticos y en fondo gris los cambios 
conservativos de aminoácido. La flecha negra indica el punto en el que se truncan las variantes de 
splicing. Las cajas de histidinas de los sitios activos de la enzima se muestran subrayadas. 
  
                        10        20        30        40        50        60            
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     1   MVVAMDQRTNVNGDPGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSPLRSMSYVV 60   
AtFAD3-T   1   MVVAMDQRTNVNGDPGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSPLRSMSYVV 60   
GmFAD3A    1   MV--KDTKPLAY---AANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKSPWRSLSYVL 55   
GmFAD3A-T  1   MV--KDTKTLAY---AANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKNPWRSLSYVL 55   
 
                        70        80        90       100       110       120         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     61  RDIIAVAALAIAAVYVDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGH 120  
AtFAD3-T   61  RDIIAVAALAIAAVYVDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGH 120  
GmFAD3A    56  RDVLVIAALMAAASHFNNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPFLNSLVGH 115  
GmFAD3A-T  56  RDVLVIAALMAAASHFNNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSDSPFLNSLVGH 115  
 
                       130       140       150       160       170       180      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     121 ILHSFILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPML 180  
AtFAD3-T   121 ILHSFILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPML 180  
GmFAD3A    116 ILHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHGHIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLF 175  
GmFAD3A-T  116 ILHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHGHIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLF 175  
 
                       190       200       210       220       230       240      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     181 AYPLYLCYRSPGKEGSHFNPYSSLFAPSERKLIATSTTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVL 240  
AtFAD3-T   181 AYPLYLCYRSPGKEGSHFNPYSSLFAPSERKLIATSTTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVL 240  
GmFAD3A    176 VYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSNLFPPSERKGIAISTLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLL 235  
GmFAD3A-T  176 VYPIYLFSRSPGKEGSHFNPYSNLFPPSERKGIAISTLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLL 235  
 
 
                       250       260       270       280       290       300      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     241 KVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHHHGHDEKLPWYRGKEWSYLRGGLTTIDRDYGIFNNIHHD 300  
AtFAD3-T   241 KVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHHHGHDEKLPWYRGK------------------------- 275  
GmFAD3A    236 KLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYRGKEWSYLRGGLTTVDRDYGWINNIHHD 295  
GmFAD3A-T  236 KLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHHQKLPWYRGK------------------------- 270  
 
                       310       320       330       340       350       360      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3     301 IGTHVIHHLFPQIPHYHLVDATKAAKHVLGRYYREPKTSGAIPIHLVESLVASIKKDHYV 360  
AtFAD3-T   275 --------------------------------------------------VSKIKYICFV 285  
GmFAD3A    296 IGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATQAAKSVLGEYYREPERSAPLPFHLIKYLIQSMRQDHFV 355  
GmFAD3A-T  270 ---------------------TQAAKSVLGEYYREPERSAPLPFHLIKYLIQSMRQDHFV 309  
 
                       370       380        
               ....|....|....|....|....|. 
AtFAD3     361 SDTGDIVFYETDPDLYVYASDKSKIN 386  
AtFAD3-T   286 TEN----------------------- 288  
GmFAD3A    356 SDTGDVVYYQTDSLHLHSHRD----- 376  
GmFAD3A-T  310 SDTGDVVYYQTDSLHLHSHRD----- 330  
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5.2.1 Las distintas isoformas de GmFAD3 presentan un patrón de actividad diferente 
en respuesta a la temperatura  
En nuestros experimentos, los altos niveles de producción de 18:3 observados en las 
levaduras transformadas con GmFAD3A y GmFAD3B, en comparación con GmFAD3C 
(figura 4.11 y tabla 4.1), indicaban que estas dos primeras isoformas pueden contribuir en 
mayor medida a la desaturación de 18:2 en el retículo que la isoforma GmFAD3C. En los 
ensayos de expresión de los genes de las ω3 desaturasas, la transcripción de GmFAD3A se 
inducía en respuesta al frío, lo que sugería una especificidad mayor de esta isoforma en las 
condiciones de bajas temperaturas. Sin embargo, la expresión en levaduras mostró que la 
producción de 18:3 debida a la isoforma GmFAD3B era algo mayor que la de la isoforma 
GmFAD3A. La diferencia de ambas no era muy elevada, aunque sí estadísticamente 
significativa en los puntos de mayor temperatura (20-35 ºC). Como se ha descrito antes, 
dado que la técnica de expresión en levaduras elimina el componente transcripcional, las 
diferencias entre la actividad de las distintas isoformas, detectadas en los ensayos de 
levaduras, se deben a un efecto post-traduccional sobre la actividad de las enzimas. A día 
de hoy, no podemos obtener resultados sobre la actividad de estas proteínas por métodos 
bioquímicos convencionales. De hecho, en esta Tesis Doctoral se intentaron determinar las 
características enzimáticas de estas desaturasas utilizando extractos de levaduras sin 
obtener resultados concluyentes. Nuestros resultados muestran distintos mecanismos de 
regulación para las distintas isoformas de GmFAD3, y a diferentes niveles. Mientras 
GmFAD3A está regulada a nivel transcripcional en respuesta a la disminución de la 
temperatura, tanto esta isoforma como GmFAD3B se regulan a nivel post-traduccional. 
Ambas isoformas son altamente termoestables a temperaturas inferiores a 25 ºC, con un 
máximo de actividad a 10-15 ºC.  
Por otro lado, aunque la isoforma GmFAD3C parecía contribuir en mucha menor medida a la 
producción de 18:3 que las isoformas GmFAD3A y GmFAD3B, presentaba un patrón de 
acumulación de 18:3 distinto a las dos isoformas anteriores. Se encontraron en la literatura 
desaturasas sobreexpresadas en levaduras con un comportamiento similar al de GmFAD3C, 
que presentaban un pico máximo de actividad a temperaturas intermedias (20 ºC) de 
crecimiento de la levadura (AtFAD3, Dyer et al., 2004; BnFAD3, Dyer et al., 2001). Puesto 
que en la soja existen varias isoformas de cada una de las ω3 desaturasas es posible que 
éstas se hayan especializado en realizar su función en distintos rangos de temperatura. Es 
importante destacar los altos niveles de 18:3 obtenidos en las levaduras transformadas con 
las construcciones de GmFAD3A y GmFAD3B, cultivadas a bajas temperaturas. Estos 
valores son consistentes con los descritos anteriormente en la sobreexpresión heteróloga de 
FAD3 de otras especies (Dyer et al., 2004; O’Quin et al., 2010) y con el alto porcentaje de 
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18:3 descrito en raíces de trigo expuestas al frío (Horiguchi et al., 2000). Se ha descrito que 
las enzimas reticulares contribuyen en mayor medida que las plastidiales a los niveles de 
ácido linolénico en raíces (Yadav et al., 1993). También en el trabajo de Horiguchi et al. 
(2000) se describió que la TaFAD3 de trigo presentaba una regulación traduccional tras la 
exposición a bajas temperaturas (10 ºC), ya que presentaba polisomas más pesados. Esto 
quiere decir que el frío induce un cambio en la formación de los polisomas, retrasando la 
reacción de elongación de los polipéptidos. Estos datos podrían estar relacionados con las 
observaciones más recientes que han demostrado que las enzimas FAD3 de Brassica 
napus y Vernicia fordii son proteínas de vida media corta que aumentan su estabilidad 
cuando se exponen a bajas temperaturas debido a la regulación por señales de degradación 
cis en combinación con la vía del proteasoma. Este reconoce secuencias de degradación 
tipo PEST (secuencia peptídica rica en residuos de prolina, ácido glutámico, serina, y 
treonina) en el extremo N-terminal de la enzima (O’Quin et al., 2010). Aunque se desconoce 
el mecanismo por el que estas proteínas se degradan al aumentar la temperatura, se ha 
propuesto que se podrían producir plegamientos locales incorrectos de la proteína, de forma 
que quedaría expuesta la secuencia PEST, convirtiendo a FAD3 en una proteína susceptible 
de degradación. Todos estos resultados, que muestran un aumento de la estabilidad de las 
proteínas FAD3 en respuesta a las bajas temperaturas, además de la respuesta 
transcripcional de algunas de las isoformas de FAD3 de soja, indican que las desaturasas 
reticulares tienen un papel importante en la síntesis de 18:3 en plantas en respuesta al frío. 
Con independencia del posible papel de las desaturasas plastidiales de tipo FAD8, nuestros 
datos demuestran que la proteína FAD3 aumenta su actividad a bajas temperaturas, 
mediante distintos mecanismos de regulación, lo que proporcionaría un mecanismo rápido 
de ajuste del contenido de ácidos grasos trienoicos en las membranas celulares para el 
mantenimiento de la fluidez de las mismas. 
Respecto a la cuestión de la implicación de mecanismos de procesamiento alternativo en la 
regulación de la expresión de las ω3 desaturasas en soja, se incluyó el análisis de la 
isoforma truncada GmFAD3A-T, para examinar mediante sobreexpresión heteróloga su 
funcionalidad. Ésta isoforma parece ser específica de frío. Los resultados mostraron que la 
isoforma GmFAD3A-T era inactiva en levaduras, resultado coherente con la ausencia de 
una de las tres cajas de histidinas descritas como esenciales para la actividad desaturasa 
(Shanklin et al., 1994). La mera presencia de una variante de splicing en un tejido no 
significa que tenga una función biológica, ya que estas isoformas podrían deberse a errores 
de procesamiento. En esta línea se ha descrito que varios estreses, entre ellos el estrés por 
temperatura, alteran dramáticamente la expresión de las proteínas SR (proteínas del 
aparato de procesamiento ricas en serina y arginina), que a su vez alteran el procesamiento 
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del pre-mRNA de varios genes (revisado en Reddy, 2007). Sin embargo, en el caso de 
Arabidopsis, la isoforma truncada no es específica de frío, aunque hay que tener en cuenta 
que esta especie sólo posee una isoforma para la ω3 desaturasa microsomal. Debido a la 
existencia  de isoformas truncadas similares, al menos en estas dos especies, es tentador 
especular con que las isoformas truncadas de FAD3 controlan de alguna manera la 
expresión génica, relacionada, por ejemplo, con la abundancia relativa de las isoformas 
FAD3. Se ha descrito que el mecanismo de splicing alternativo incrementa la diversidad del 
transcriptoma, afectando a determinados aspectos como son el metabolismo del RNA, la 
degradación de mRNA mediada por mutaciones terminadoras (NMD, de sus siglas en inglés 
Nonsense Mediated Decay), el reclutamiento de ribosomas o la eficiencia de la traducción, 
lo que regula la abundancia de los diferentes transcritos (Stamm et al., 2005; Reddy, 2007). 
En conclusión, la expresión funcional en S. cerevisiae de los tres genes de GmFAD3 nos ha 
permitido el estudio del efecto directo de la temperatura en la actividad FAD3 en cada 
proteína a nivel bioquímico, mostrando diferencias en las propiedades térmicas de cada una 
de ellas. Los resultados de este trabajo han mostrado que la isoforma truncada de 
GmFAD3A es inactiva y se ha establecido un patrón de termoestabilidad/actividad de las 
enzimas GmFAD3A, GmFAD3-B y GmFAD3-C en relación a la temperatura. Mientras que 
las enzimas GmFAD3A y GmFAD3-B, a menor temperatura producen más cantidad de 18:3,  
GmFAD3C tiene un patrón distinto, de modo que presenta un máximo de actividad a 20 ºC. 
Todos estos resultados indican que GmFAD3 podría tener una importante implicación en la 
producción de ácidos grasos trienoicos en el frío. 
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5.3 CONTRIBUCIÓN DE LA ω3 DESATURASA FAD8 A LA COMPOSICIÓN DE 
ÁCIDOS GRASOS DE LOS GLICEROLÍPIDOS EN Arabidopsis thaliana A 
DISTINTAS TEMPERATURAS 
Como se ha comentado en la introducción, el gen FAD8 fue identificado en un 
mutante fad7 de Arabidopsis en el que se producía un incremento de ácidos grasos 
trienoicos cuando éste era expuesto a bajas temperaturas (McConn et al., 1994). Desde su 
descubrimiento, el gen FAD8 ha sido identificado en casi todas las especies de plantas 
analizadas, tanto en plantas 16:3 como en plantas 18:3 (Berberich et al., 1998; Wang et al., 
2006; Martz et al., 2006; Torres-Franklin et al., 2009; Román et al., 2012). En su trabajo, 
McConn et al. (1994) consideraron que el elevado incremento de ácidos grasos a bajas 
temperaturas que se observaba en el mutante fad7 (figura 5.2) se debía a la actividad de la 
enzima FAD8, pero descartaron un posible efecto de la proteína FAD3.  
 
                 
Figura 5.2 Contenido de ácidos grasos trienoicos en hojas de Arabidopsis Col-0 y mutantes (fad7-1, 
fad7-2 y fad7-1 fad8) a distintas temperaturas de crecimiento. Se cultivaron las plantas durante dos 
semanas a 22 ºC y posteriormente fueron transferidas a 15, 18, 22, 25 o 27 ºC durante otras dos 
semanas antes del análisis de los ácidos grasos de la hoja. Los valores representan la media y el 
error típico de 8 muestras independientes. Imagen obtenida del trabajo de McConn et al. (1994).  
 
Como se observa en esta misma figura, el porcentaje de ácidos grasos trienoicos en el 
doble mutante fad7 fad8 aumentaba considerablemente tras la exposición a las bajas 
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temperaturas, lo que a priori, podría interpretarse como un aumento de la actividad FAD3. 
Estos autores justificaron este aumento considerando la mutación del gen FAD8 en el doble 
mutante como una mutación permisiva, es decir, a bajas temperaturas las proteínas 
mutadas podían ser más estables que a la temperatura de crecimiento de las plantas, y 
podían tener una actividad residual. Con los datos de los que disponemos ahora, no se 
puede descartar un papel importante de la desaturasa reticular FAD3 en la producción de 
ácidos grasos trienoicos en respuesta a la temperatura. Así, el incremento de los ácidos 
grasos trienoicos encontrado en el mutante fad7 podría deberse, en mayor o menor medida, 
a la enzima FAD3 y no únicamente al efecto de FAD8. Esto es consistente con la alta 
estabilidad de las proteínas FAD3 de soja tras la exposición a las bajas temperaturas 
encontrada en nuestros ensayos de sobreexpresión heteróloga y con el incremento de la 
expresión de alguna de las isoformas de GmFAD3 en respuesta al frío (Román et al., 2012). 
Desde la identificación del locus FAD8 en Arabidopsis, el análisis de su función se ha 
limitado en la práctica al estudio de los perfiles de expresión de los genes FAD8 en 
respuesta a la temperatura, sin profundizar más en su función. De hecho, con excepción del 
maíz (Berberich et al., 1998), el mRNA de FAD8 se detectó en grandes cantidades a 
temperatura control (20-22 ºC) en la mayoría de las plantas analizadas como A. thaliana 
(Gibson et al., 1994; Matsuda et al., 2005), arroz (Wang et al., 2006), abedul (Martz et al., 
2006), Vigna unguiculata (Torres-Franklin et al., 2009) o soja (Román et al., 2012). 
Igualmente, nuestros resultados de inmunodetección y microscopía confocal mostraron que 
la proteína AtFAD8 se detectaba a 22 ºC. Es importante destacar que en todos los 
experimentos de sobreexpresión, tanto de las líneas estables, como en los ensayos de 
expresión transitoria, las plantas fueron cultivadas a temperatura control (22 ºC), y en todos 
ellos se detectó la proteína AtFAD8-YFP, demostrando que FAD8 se encuentra presente a 
temperatura ambiente. Faltaría analizar si esta proteína es activa a estas temperaturas en 
las plantas sobreexpresoras. Resultados preliminares del laboratorio, en los que se analizó 
la composición de ácidos grasos de las plantas sobreexpresoras, parecen indicar que FAD8 
es activa en estas plantas. También Matsuda et al. (2005) detectaban la proteína FAD8 a 
temperatura control. La presencia de tales cantidades de mRNA de los genes FAD8 y de 
proteína AtFAD8 a 22 ºC reabre la cuestión sobre el papel de la desaturasa FAD8 dentro de 
la ruta de desaturación y plantea algunas preguntas interesantes. Si el mRNA y, al menos 
en Arabidopsis, la proteína FAD8 está presente a 22 ºC, ¿es FAD8 activa a temperatura 
control? En ese caso, ¿tiene FAD8 una función redundante con respecto a la actividad 
FAD7 o tiene FAD8 algún tipo de especificidad por sustrato, diferenciándose su función de la 
de FAD7?  
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Las dificultades para encontrar una forma efectiva de cuantificar la cantidad y especificidad 
de cada una de las ω3 desaturasas de forma independiente dificultan la respuesta de alguna 
de esas preguntas. El análisis de mutantes ha sido una herramienta poderosa para abordar 
este problema y aportar información, no sólo sobre FAD8, sino sobre el resto de las 
desaturasas (revisado en Wallis y Browse, 2002). El uso de estos mutantes permitió, en 
primer lugar, la identificación del gen AtFAD8, como se ha comentado anteriormente, pero 
además reveló dos de las principales características de la desaturasa FAD8 que se han 
asumido desde su identificación. La primera, el incremento de ácidos grasos trienoicos 
observado en las líneas mutantes fad7 expuestas a bajas temperaturas sugería que la 
desaturasa FAD8 era inducible en frío (McConn et al., 1994), (figura 5.1). Y la segunda, el 
pequeño efecto de la mutación fad8 en la composición de ácidos grasos de los lípidos de 
membrana a temperatura control sugería que la actividad de FAD8 era irrelevante para el 
metabolismo lipídico en Arabidopsis, excepto por su papel en el control de los ácidos grasos 
trienoicos a bajas temperaturas (McConn et al., 1994).  
Para resolver las cuestiones anteriores y confirmar o descartar las características de FAD8 
asumidas desde su identificación, se realizaron diversos estudios en mutantes de 
Arabidopsis thaliana deficientes en la función desaturasa. El objeto de esta elección 
radicaba, por un lado, en la existencia de esta colección de mutantes, que podía 
proporcionarnos una herramienta poderosa para el estudio, tanto de FAD8 como de otras 
desaturasas. Y por otro lado, a diferencia de la soja, Arabidopsis posee una sola isoforma 
para cada gen de las desaturasas, lo que facilitaría el estudio de las mismas desde el punto 
de vista molecular.  
 
5.3.1 Caracterización fenotípica y genotípica de los mutantes de Arabidopsis 
thaliana deficientes en ω3 desaturasas  
En este trabajo se han caracterizado dos líneas mutantes de inserción de T-DNA de 
Arabidopsis con los genes AtFAD7 y AtFAD8 interrumpidos (figura 4.14) y se han utilizado, 
además, dos líneas mutantes, obtenidas mediante mutagénesis con EMS, deficientes en la 
actividad ω3 desaturasa. Los mutantes de EMS obtenidos fueron el doble mutante fad7-1 
fad8 (procedente del NASC) y el triple mutante fad3-2 fad7-2 fad8 (cedido por el Profesor 
Browse). La caracterización génica y secuenciación de estos mutantes reveló que tanto el 
doble como el triple mutante presentaban las mismas mutaciones puntuales en los genes 
FAD7 y FAD8 (como se observa en la figura 4.15). Aunque los genes mutados de estos 
mutantes no habían sido secuenciadas anteriormente, nuestros resultados mostraron las 
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mismas mutaciones puntuales homozigotas que se traducían en un codón stop, truncando 
ambas proteínas antes de la tercera caja de histidinas.  
Es interesante destacar que la mutación encontrada en el gen FAD3 en el triple mutante no 
producía una proteína truncada. La mutación suponía el cambio del residuo 103 de cisteína 
por uno de tirosina (figura 5.3 A). Aunque ambos son aminoácidos polares, la cisteína es un 
aminoácido polar sin carga y la tirosina un aminoácido aromático heterocíclico con carga 
positiva. La mutación se encontraba entre los exones 1 y 2, lo que se traducía en una 
mutación en el residuo de cisteína conservado dentro de la caja de histidinas Ia implicada en 
el centro activo de la proteína (figura 5.3 B). Esta cisteína se encuentra conservada en todas 
las ω3 desaturasas tanto reticulares como plastidiales de Arabidopsis (figura 5.3 A), así 
como de la mayoría de especies vegetales de las que se dispone de la secuencia del gen 
FAD3. El programa de predicción de estructura secundaria SOSUI predecía una proteína 
similar en ambos casos. A pesar de que la mutación produce un cambio único de un 
aminoácido, dada su conservación en todas las ω3 desaturasas y su localización en una de 
las cajas de histidinas, todo apunta a que este residuo forma parte del centro activo de la 
enzima. Tampoco podemos descartar que afecte al plegamiento de la proteína, ya que este 
residuo de cisteína podría participar en la formación de posibles puentes disulfuro. Esto 
podría alterar la estructura terciaria de la proteína, o la cuaternaria en el caso de que la 
forma activa fuera un dímero. En cualquier caso, el triple mutante que porta esta mutación 
carece totalmente de ácidos grasos trienoicos, demostrando que la proteína FAD3 con la 
mutación puntual en el residuo de cisteína 103 no es funcional.  
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Figura 5.3 A Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las ω3 desaturasas de Arabidopsis. 
Los recuadros negros señalan las cajas de histidinas conservadas en todas las ω3 desaturasas. Las 
flechas indican los residuos de cisteína conservados en todas las ω3 desaturasas. Con una flecha 
roja se indica la cisteína mutada en la proteína FAD3 del mutante fad3 fad7 fad8. B Modelo de 
plegamiento de una ω3 desaturasa. Se indican sobre el modelo las histidinas conservadas en todas 
las ω3 desaturasas, y en rojo el residuo de cisteína mutado en el triple mutante. 
B
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C219
C47
A
                 10        20        30        40        50        60        70              
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  --------------------------------------------------------------MVVAMDQR  
AtFAD7  MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNFLSNNN---KFRPSLSSSSYKTSSSPLSFGLNSRDGFTRNWALNVS  
AtFAD8  MASSVLSECGFRPLPRFYPKHTTSFASNPKPTFKFNPPLKPPSSLLNSR---YGFYSK---TRNWALNVA  
 
                 80        90       100       110       120       130       140         
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  TNVNG---DPGAGDRKKEERFDPSAQPPFKIGDIRAAIPKHCWVKSPLRSMSYVVRDIIAVAALAIAAVY  
AtFAD7  TPLTTPIFEESPLEEDNKQRFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWKSLSYVVRDVAIVFALAAGAAY  
AtFAD8  TPLTT---LQSPSEED-TERFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWMSMSYVVRDVAIVFGLAAVAAY  
 
                150       160       170       180       190       200       210       
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  VDSWFLWPLYWAAQGTLFWAIFVLGHDCGHGSFSDIPLLNSVVGHILHSFILVPYHGWRISHRTHHQNHG  
AtFAD7  LNNWIVWPLYWLAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPKLNSVVGHLLHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHG  
AtFAD8  FNNWLLWPLYWFAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPRLNSVAGHLLHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHG  
                                  Ia                             
               220       230       240       250       260       270       280       
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  HVENDESWVPLPERVYKKLPHSTRMLRYTVPLPMLAYPLYLCYRSPGKEGSHFNPYSSLFAPSERKLIAT  
AtFAD7  HVENDESWHPMSEKIYNTLDKPTRFFRFTLPLVMLAYPFYLWARSPGKKGSHYHPDSDLFLPKERKDVLT  
AtFAD8  HVENDESWHPLPESIYKNLEKTTQMFRFTLPFPMLAYPFYLWNRSPGKQGSHYHPDSDLFLPKEKKDVLT  
 
                290       300       310       320       330       340       350       
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  STTCWSIMFVSLIALSFVFGPLAVLKVYGVPYIIFVMWLDAVTYLHHHGHDEKLPWYRGKEWSYLRGGLT  
AtFAD7  STACWTAMAALLVCLNFTIGPIQMLKLYGIPYWINVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYRGKEWSYLRGGLT  
AtFAD8  STACWTAMAALLVCLNFVMGPIQMLKLYGIPYWIFVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYRGKEWSYLRGGLT  
 
                360       370       380       390       400       410       420       
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFAD3  TIDRDYGIFNNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVDATKAAKHVLGRYYREPKTSGAIPIHLVESLVASIK  
AtFAD7  TLDRDYGLINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPDKSGPLPLHLLEILAKSIK  
AtFAD8  TLDRDYGWINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPKNSGPLPLHLLGSLIKSMK  
                           II 
 
                430       440       450   
        ....|....|....|....|....|....|. 
AtFAD3  KDHYVSDTGDIVFYETDPDLYVYASDKSKIN  
AtFAD7  EDHYVSDEGEVVYYKADPNLYGEVKVRAD--  
AtFAD8  QDHFVSDTGDVVYYEADPKLNGQRT------  
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5.3.2 La ω3 desaturasa FAD8 tiene una contribución no redundante en la 
insaturación de glicerolípidos en Arabidopsis thaliana a temperatura control 
El análisis de la composición de ácidos grasos totales en los mutantes de inserción y 
su comparación en la línea Col-0 y en las líneas mutantes fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8, mostró 
que FAD7 es capaz de compensar completamente los niveles de ácidos grasos totales en 
ausencia de un gen FAD8 funcional a 22 ºC. Por otro lado, los resultados mostraron que 
FAD8 compensa parcialmente la actividad desaturasa plastidial en ausencia del gen 
funcional FAD7 a 22 ºC (figura 4.17). Esto es importante porque demuestra que, al menos 
en ausencia del gen FAD7, la proteína FAD8 es capaz de ser activa a temperatura control. 
Además, el análisis de la composición de ácidos grasos de lípidos totales y de las clases 
individuales de lípidos (figura 4.17 y tabla 4.3) reveló dos características interesantes de la 
ω3 desaturasa FAD8. La primera sugería que la función de FAD8 no es redundante con 
respecto a la de FAD7, ya que parece ser más eficiente en la producción de 18:3 y en 
mucha menor medida en la de 16:3. Esto sugiere que, aunque FAD8 es capaz de actuar 
sobre ambos sustratos, es más específico de los sustratos 18:2. Por el contrario, en 
ausencia del gen FAD8 funcional, FAD7 es capaz de compensar los niveles totales tanto de 
18:3 como de 16:3. Antes de que el locus FAD8 fuera descubierto y de que se concluyese 
que su actividad era similar a la de FAD7 (McConn et al., 1994), Browse et al. (1986) 
sugerían que podía existir una segunda desaturasa que reconociera sustratos 18:2 pero no 
16:2. Proponían esta hipótesis, entre otras, porque en el mutante fad7 los niveles de 16:3 
disminuían mucho más que los de 18:3.  
En segundo lugar, aunque FAD8 es capaz de actuar sobre todas las clases de lípidos 
plastidiales analizadas, mostraba especificidad, al menos, por el fosfatidilglicerol (PG). En el 
mutante fad7i se detectó una disminución de los niveles de 18:3 hasta un 18% (en 
comparación con el 27% de la línea Col-0). Curiosamente, en el mutante fad8i la reducción 
en los niveles de 18:3 era mayor que en ausencia del gen FAD7, hasta un 13%. Este 
resultado sugería que, a 22 ºC, en ausencia del gen funcional FAD8, FAD7 no es capaz de 
compensar los niveles de 18:3 en PG, mientras que FAD8 sí los compensa, al menos 
parcialmente y en ausencia del gen FAD7. Esto indicaba una especificidad de sustrato más 
alta de FAD8 por PG que FAD7. El PG sintetizado en el cloroplasto representa más del 85% 
del PG total encontrado en las membranas de las hojas (Browse et al., 1986b) y es el 
fosfolípido mayoritario presente en las membranas tilacoidales (Joyard et al., 1998). Se 
caracteriza, además, porque el 18:3 es su único ácido graso trienoico, esterificado en la 
posición sn-1; en la posición sn-2 contiene el ácido graso en configuración trans 16:1Δ3t. 
Aunque no es un lípido mayoritario (representa un 8-10% de los lípidos totales), su 
implicación en la organización y distribución de los complejos fotosintéticos, en la formación 
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de la membrana tilacoidal y en la resistencia y adaptación a las bajas temperaturas han sido 
descritas en la literatura (Hagio et al., 2002; Sakamoto et al., 2004; Loll et al., 2005; Jones, 
2007; Wada y Murata, 2007; Guskov et al., 2009). Teniendo en cuenta estas funciones de 
PG en la aclimatación al frío o en la estabilidad de complejos fotosintéticos, junto con la 
regulación inducible por frío de FAD8, la alta especificidad de FAD8 por el sustrato PG 
podría estar relacionada con un mecanismo de control del grado de insaturación de PG para 
mantener estas relevantes funciones biológicas.  
Además de la especificidad por PG, FAD8 podría tener también cierta especificidad por el 
sustrato sulfoquinovosildiacilglicerol (SQ). A pesar de la variabilidad obtenida entre las 
diferentes repeticiones en nuestro análisis de ácidos grasos en sulfolípidos en el mutante 
fad7i, se observó que, tanto la inactivación del gen FAD7 como del gen FAD8, afectaba al 
menos de manera similar a la reducción del contenido de 18:3 en esta fracción. Sin 
embargo, de los resultados de McConn et al. (1994) se puede inferir una especificidad de la 
proteína FAD8 por estos dos lípidos (PG y SQ) a la temperatura control, a pesar de que 
ellos concluyeron que la función de FAD8 era irrelevante para el metabolismo lipídico en 
Arabidopsis. Estos autores mostraron en sus resultados que el contenido de 18:3 en PG y 
SQ era significativamente menor en el mutante fad8 (22,5% y 31%, respectivamente) que en 
la línea silvestre (33,5% y 44,5%, respectivamente) a temperatura ambiente, lo que indicaba 
que la proteína FAD7 no era capaz de compensar toda la actividad desaturasa en ausencia 
del gen FAD8 (tabla III de McConn et al., 1994). Merece la pena destacar que la presencia 
de estos dos lípidos está restringida casi exclusamente a las membranas cloroplásticas. 
En cuanto a la composición de los lípidos extracloroplásticos, como la fosfatidilcolina (PC), el 
fosfatidilinositol (PI) o la fosfatidiletanolamina (PE), los niveles de 18:3 en el mutante fad8i 
no se veían alterados en estos lípidos. Curiosamente, aunque los niveles de 18:3 estaban 
reducidos en el mutante fad7i respecto al control, la disminución era mucho menor que en 
otros lípidos. Aunque está descrito que las mutaciones en las desaturasas cloroplásticas 
(fad6, fad7) afectan a los lípidos extracloroplásticos (Browse et al., 1986a; Browse et al., 
1989), nuestros resultados parecían indicar que la ausencia de una de las dos desaturasas 
plastidiales no afectaba en gran medida a los lípidos extracloroplásticos. Por el contrario, en 
ausencia de ambas desaturasas plastidiales la reducción de los niveles de 18:3 en PC, PE o 
PI era mayor. Esto parece sugerir un aumento de la transferencia de 18:3 del RE al 
cloroplasto, posiblemente unido a la fracción de diacilglicerol del PC (Browse y Somerville, 
1991), para compensar la ausencia de 18:3 en los lípidos plastidiales. Tampoco podemos 
descartar que FAD7 y FAD8 intervengan en la composición de ácidos grasos trienoicos en 
los lípidos extracloroplásticos. Esto se debería al transporte de 18:3 producido en los 
cloroplastos hacia el RE, como sugerían Horiguchi et al. (1996), en condiciones normales. 
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En el doble mutante, al no existir este transporte, los niveles de 18:3 en los lípidos 
extracloroplásticos estarían reducidos. Los aspectos moleculares de la transferencia de 18:3 
entre las membranas reticulares y plastidiales no están claros, pero Bessoule et al. (1995) 
propusieron que la transferencia está mediada por la lisofosfatidilcolina:acil-CoA 
aciltransferasa, de modo que los ácidos grasos de la ruta eucariota podrían moverse de 
forma reversible entre ambas membranas (Horiguchi et al., 1996). Estos autores 
propusieron, incluso, que el transporte de 18:3 es mayor del cloroplasto al RE que a la 
inversa. Ante la ausencia de otros experimentos que lo demuestren no podemos descartar 
ninguna de las dos hipótesis. 
Todos estos datos sugieren que, aunque FAD7 y FAD8 tienen una estructura y una 
localización subcelular similares (como se detalla en el apartado siguiente), los resultados 
obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que sus funciones no son redundantes. 
Mientras FAD7 sería la enzima responsable del nivel de insaturación en los lípidos 
mayoritarios de las membranas plastidiales, MGDG y DGDG (Horiguchi et al., 1996), FAD8 
parece ser más específica de clases minoritarias de lípidos como, al menos PG (y 
posiblemente SQ), lípido clave en la función fotosintética y en la adaptación a la 
temperatura. Además, FAD8 actúa preferencialmente sobre sustratos 18:2, mientras FAD7 
puede desaturar tanto sustratos 18:2 como 16:2. Se ha descrito que las desaturasas 
catalizan reacciones altamente estereoselectivas, regioselectivas y quimioselectivas 
(revisado en Behrouzian y Buist, 2002). No sabemos a qué tipo de selectividad se debe la 
preferencia de la enzima FAD8 por el sustrato 18:2, pero una hipótesis atractiva sería que 
actúa sobre ácidos grasos esterificados a la posición sn-1 de los lípidos. Esto explicaría que 
FAD8 apenas desature sustratos 16:2 (siempre en posición sn-2), que sea altamente 
específica de PG (que sólo contiene ácidos poliinsaturados en la posición sn-1) y que 
compense los niveles de 18:3 en menor medida que FAD7, ya que la segunda parece actuar 
sobre ambas posiciones. 
 
5.3.3 Contribución de la ω3 desaturasa FAD8 a la composición de ácidos grasos de 
los glicerolípidos en Arabidopsis thaliana a bajas temperaturas  
Se han descrito anteriormente aumentos de los niveles de ácidos grasos trienoicos 
en respuesta al frío en Arabidopsis, desde un aumento de 18:3 del 6-15% (Browse et al., 
1986b; Shi et al., 2011), a incrementos del 10-13% en ambos ácidos grasos trienoicos 
(McConn et al., 1994; Miquel et al., 1993). En nuestras condiciones experimentales (plantas 
de 4 semanas expuestas a 8 ºC durante una semana más, figura 4.19), tras la exposición de 
las plantas de Arabidopsis a las bajas temperaturas, no se observaron grandes 
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modificaciones en el contenido de ácidos grasos trienoicos ni en la línea Col-0 ni en las 
líneas mutantes. Este hecho podría deberse a la edad de las plantas utilizadas o al tiempo 
de exposición a las bajas temperaturas, al igual que ocurría con nuestros cultivos de soja. 
Como se ha descrito detalladamente en el apartado 5.1, otros autores cultivaban plantas 
más jóvenes de Arabidopsis (Li et al, 2007; Heppard et al., 1996) durante tiempos más 
prolongados (McConn et al., 1994; Miquel et al., 1993; Horiguchi et al, 1995) a bajas 
temperaturas. Nosotros realizamos los experimentos con plantas maduras de Arabidopsis 
con objeto de evitar el efecto del desarrollo de las plantas (tal y como se explica en el 
apartado 5.1).  
En el análisis de la composición de ácidos grasos de las clases de lípidos cloroplásticos en 
hojas de Arabidopsis (figura 4.19 y tabla 4.4), se observó que las bajas temperaturas 
producían un pequeño aumento en los niveles de 16:3 en MGDG y DGDG, en la línea Col-0 
y en el mutante fad8i. Este aumento de los niveles de 16:3 también se ha descrito en otras 
especies como el algodón (Kargiotidou et al., 2008) o el tabaco (Kodama et al., 1995), entre 
otras plantas 16:3. En cambio, el mutante fad7i presentaba unos niveles muy reducidos de 
16:3, indicando que a bajas temperaturas FAD8 tampoco muestra preferencia por el sustrato 
16:3. Este análisis también reveló que, al igual que ocurría a 22 ºC, la inactivación del gen 
FAD8 daba como resultado una importante reducción de los niveles de 18:3 con respecto a 
la inactivación del gen FAD7 en la fracción de PG. Esto indicaba que el efecto de la 
desaturación preferencial de FAD8 por el lípido cloroplástico PG se mantenía a bajas 
temperaturas.  
Con respecto a los lípidos reticulares, tras la exposición a las bajas temperaturas, se 
encontró un aumento de 18:3 en PC y PE, en la línea Col-0 y en las líneas mutantes, con 
excepción del mutante fad8i. Martz et al. (2006) también encontraban este incremento en los 
lípidos PC y PE de abedul tras un tiempo prolongado de exposición a las bajas 
temperaturas. Ellos lo atribuyeron a la actividad de las desaturasas plastidiales, de modo 
que el 18:3 presente en PC provendría del 18:2 transferido al cloroplasto, desaturado por las 
enzimas cloroplásticas y transportado otra vez al RE (Browse et al., 1993). Pero estos 
autores no tuvieron en cuenta la actividad de la desaturasa reticular FAD3. En el doble 
mutante, cuya única desaturasa activa es la FAD3, el nivel de 18:3 aumentaba en PC y PE, 
tras la exposición a las bajas temperaturas (figura 4.21). Este resultado es consistente con el 
aumento de 18:3, descrito anteriormente en este apartado (figura 5.2), que observaban 
McConn et al. (1994) en el doble mutante tras la exposición a bajas temperaturas. Además, 
como ya se ha comentado, a bajas temperaturas se ha descrito una mayor estabilidad de la 
proteína FAD3 (Horiguchi et al., 2000, O’Quin et al., 2010) y una la mayor 
actividad/estabilidad de las proteínas FAD3 de soja (Román et al., 2012). Todos estos 
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resultados indican que la proteína FAD3 podría contribuir de manera activa a la desaturación 
de los lípidos reticulares en respuesta al frío. Aunque, como apuntaban Martz et al. (2006), 
tampoco se puede descartar un papel en la transferencia de lípidos. En el caso del mutante 
fad8i, encontramos en los lípidos reticulares unos niveles de 18:3 más reducidos que en el 
mutante fad7i. Esto indicaba que en el mutante fad8i la transferencia de 18:3 hacia el 
cloroplasto era mayor o la transferencia al RE disminuía. En cualquier caso, estos datos 
sugieren que FAD8 podría contribuir de manera más eficaz que FAD7 a los niveles de 18:3 
en lípidos extracloroplásticos a bajas temperaturas. Todos estos resultados indican que, 
tanto las desaturasas cloroplásticas como las microsomales, cooperan en la determinación 
del nivel de ácidos grasos trienoicos en las membranas extracloroplásticas.  
En nuestras condiciones experimentales y tras la exposición de las plantas a las bajas 
temperaturas, no se observó ningún efecto significativo en los niveles de expresión del gen 
FAD8, ni del resto de las ω3 desaturasas (figura 4.23). Sin embargo, como se ha indicado 
anteriormente, se activaba la expresión de genes sensores de bajas temperaturas como 
KIN1 o COR15a (figura 4.22), indicando que, en nuestras condiciones experimentales, se 
inducía la respuesta al frío a nivel transcripcional. La regulación del gen FAD8 por respuesta 
al frío ha sido previamente analizada en distintas especies. Como se ha detallado 
anteriormente, otros trabajos encuentran cambios en los niveles de transcripción de los 
genes de las desaturasas en relación a la temperatura, tanto en Arabidopsis (Gibson et al., 
1994; Shi et al., 2011) como en otras especies  (Berberich et al., 1998; Wang et al., 2006; 
Martz et al., 2006; Upchurch y Ramirez, 2011) (apartado 5.1). Pero la mayoría de estos 
autores concluyen que la regulación transcripcional no parece ser suficiente para explicar los 
cambios encontrados en la composición lipídica de sus membranas y proponen también una 
regulación post-transcripcional o post-traduccional de estas enzimas (Berberich et al., 1998; 
Horiguchi et al., 2000; Kargiotidou et al., 2008).  
 
5.3.4 Contribución de la ω3 desaturasa FAD8 a la composición de ácidos grasos de 
los glicerolípidos en Arabidopsis thaliana a altas temperaturas  
Los efectos de la exposición de las plantas a 30 ºC eran más claros que a 8 ºC 
(figuras 4.20 y 4.21, y tabla 4.5). Tras la exposición de las plantas a altas temperaturas 
(30 ºC durante 7 días) el nivel de ácidos grasos trienoicos totales no sufría ninguna 
modificación en la línea Col-0. Otros autores (Falcone et al., 2004) han descrito una 
importante reducción en los niveles de 18:3 de plantas de Arabidopsis Col-0 cultivadas a 
altas temperaturas, aunque hay que tener en cuenta que estos autores cultivaban plantas de 
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7 días a 36 ºC durante 35 días. En nuestro caso, en periodos más prolongados de cultivo se 
producía la muerte de las plantas del triple mutante (figura 4.18).   
Al contrario de lo observado en las plantas Col-0, los niveles de ácidos grasos trienoicos de 
los lípidos totales se reducían drásticamente en todas las líneas mutantes. En el mutante 
fad7i la reducción del nivel de 18:3 era mayor que la obtenida en la línea fad8i bajo las 
mismas condiciones de temperatura. Estos resultados sugerían que, aunque ambas 
desaturasas plastidiales se veían afectadas por las altas temperaturas, el calor afectaba a la 
proteína FAD8 en mayor medida. También el doble mutante fad7 fad8 sufría una reducción 
radical de los niveles de 18:3, indicando que la desaturasa microsomal FAD3 también puede 
estar sujeta a una regulación por temperatura, lo que confirmaba los resultados de la 
caracterización funcional de esta enzima sobreexpresada en levaduras. La disminución de 
los niveles de 16:3 seguía un patrón similar, con la diferencia de que en el mutante fad7i el 
nivel de este lípido está muy reducido incluso a la temperatura control, ya que, como se ha 
indicado antes, la proteína FAD8 no parece tener preferencia por este ácido graso.  
El análisis de la composición de ácidos grasos de los galactolípidos mostró los mismos 
resultados respecto a los niveles de 18:3, confirmando que el calor afectaba a todas las ω3 
desaturasas, especialmente a la FAD8. En cambio, los niveles de 16:3 disminuían incluso en 
la línea Col-0. El hecho de que los ácidos grasos de 16 átomos de carbono muestren un 
patrón distinto al de 18 átomos de carbono, sugiere que las clases individuales de ácidos 
grasos pueden tener funciones específicas en el mantenimiento de las funciones óptimas de 
la membrana, así como diferentes mecanismos que regulen su síntesis (Falcone et al., 
2004). Además, los ácidos grasos presentan diferencias en el grado de insaturación en los 
lípidos individuales en los que se encuentran, lo que es coherente con la idea de que es el 
grado de insaturación lo que varía a altas temperaturas y no la proporción individual de cada 
uno de los lípidos (Williams et al., 1988; Hazel y Williams, 1990).  
Al contrario de lo que sucedía en los galactolípidos, el análisis de la composición de ácidos 
grasos de los fosfolípidos reveló que los niveles de 18:3 disminuían incluso en la línea Col-0 
tras la exposición a las altas temperaturas, especialmente en PG. Estos resultados parecen 
indicar que la temperatura afecta en mayor medida a los niveles de 18:3 en los fosfolípidos 
que en galactolípidos. En la línea Col-0 disminuían los niveles de 18:3 en los fosfolípidos, 
pero no en galactolípidos. Como estos últimos constituyen más de 50% de los lípidos 
polares de las hojas (tabla 4.3, McConn et al., 1994; Gibson et al., 1994), el contenido neto 
de ácidos grasos trienoicos no se veía alterado.  
La disminución en la actividad desaturasa no venía acompañada de una disminución de la 
expresión de los genes AtFAD7 o AtFAD8 (figura 4.23), sugiriendo que el mecanismo de 
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inactivación por altas temperaturas, especialmente de la proteína FAD8, está regulado a 
nivel post-transcripcional. Esta observación sería consistente con el efecto de las altas 
temperaturas en la disminución de la estabilidad de la proteína FAD8 descrito por Matsuda 
et al. (2005). Estos autores identificaron una zona de la región C-terminal (44 aminoácidos) 
de la proteína FAD8 que actuaría como una región de autorregulación sensible a la 
temperatura, aunque su mecanismo de estabilización sobre la desaturasa se desconoce. 
Teniendo en cuenta que la estructura primaria de las proteínas FAD7 y FAD8 está altamente 
conservada, excepto en la región C-terminal, es muy probable que esta región desempeñe 
un papel esencial en la diferenciación fisiológica de estas dos isoenzimas. 
La disminución de la actividad FAD3, en el mutante fad7 fad8, tampoco venía acompañada 
de una disminución en la transcripción, lo que también sugiere un mecanismo de regulación 
post-transcripcional. Éste puede deberse a un mecanismo de regulación por disminución de 
la termoestabilidad a altas temperaturas, consistente con el mecanismo encontrado para las 
isoformas GmFAD3A y GmFAD3B de soja (apartado 5.2; Román et al, 2013) o de otras 
especies (AtFAD3, Dyer et al., 2004; BnFAD3, Dyer et al., 2001). La expresión en levaduras 
de estas desaturasas mostró que la producción de 18:3 aumentaba de forma notable tras la 
exposición de las levaduras a bajas temperaturas. En cambio, a altas temperaturas, la 
producción de 18:3 se encontraba muy reducida, indicando que la estabilidad o la actividad 
de estas enzimas se veían afectadas. En este sentido, se ha descrito que las FAD3 de 
Vernicia fordii o colza sufren un mecanismo de regulación post-traduccional mediado por la 
vía de degradación del proteasoma sensible a la temperatura (O’Quin et al., 2010). Estas 
enzimas son proteínas de vida media corta que aumentan su estabilidad cuando se exponen 
a bajas temperaturas debido a la regulación por señales de degradación cis en combinación 
con la vía del proteasoma, que reconoce secuencias de degradación tipo PEST en el 
extremo N-terminal de la enzima.  
En conclusión, la exposición de las plantas a 30 ºC afectaba directamente a la actividad de 
las desaturasas, especialmente a FAD8, sugiriendo que el efecto de las altas temperaturas 
sobre la actividad FAD8 es directo. Por otro lado, una exposición similar a 8 ºC resultó en 
cambios en los niveles de ácidos grasos trienoicos mucho menores, más relacionados con 
la reorganización del grado de insaturación de determinados lípidos. Estos resultados 
indicaron que el efecto del frío puede ser indirecto o puede estar relacionado con otros tipos 
de regulación. Desafortunadamente, el análisis bioquímico de esta cuestión se ve dificultado 
por la ausencia de anticuerpos específicos o por la carencia de un sistema de expresión 
heterólogo como el que se utiliza con las ω3 desaturasas reticulares.  
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5.4 ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN Y ORGANIZACIÓN DE LA PROTEÍNA AtFAD8 
EN LA MEMBRANA CLOROPLÁSTICA   
Son escasos los trabajos que han abordado el estudio de la regulación de las 
desaturasas a nivel proteico. Apenas existen anticuerpos que reconozcan de forma 
específica estas proteínas y la generación de estos anticuerpos, como se ha visto en los 
apartados 4.4.1 y 4.4.2, es complicada o puede llevar a resultados incorrectos. También se 
ve dificultada la purificación de estas proteínas debido a su carácter hidrofóbico, dado que 
son proteínas de membrana. Una de las herramientas ampliamente utilizadas en la literatura 
para estudiar la localización o la abundancia relativa de una proteína ha sido la clonación de 
las proteínas de membrana en vectores de expresión heteróloga, unidas a distintas 
“etiquetas” (del inglés tag, como HA o GFP) para luego permitir el seguimiento de la 
acumulación de la proteína, tanto in vivo como in vitro. Nuestros ensayos de expresión en 
levaduras de la proteína de fusión HA-AtFAD8 hicieron que descartásemos el anticuerpo 
generado contra la proteína FAD8. Sin embargo, estos ensayos revelaron dos rasgos 
importantes de esta proteína. Por un lado, el cultivo de las levaduras a 30 ºC y la realización 
de los ensayos posteriores de inmunodetección a temperatura ambiente, mostraron que la 
proteína FAD8 se encontraba presente a esas temperaturas, al menos en levaduras. 
Matsuda et al. (2005) describieron que, a altas temperaturas, se producía una disminución 
de la cantidad de proteína FAD8, aunque desconocían el mecanismo de degradación. Es 
posible que en levaduras no se degrade esta proteína debido a las diferencias en el 
proteasoma entre las levaduras y las plantas. 
Por otro lado, en los ensayos de inmunodetección se reconocían dos bandas compatibles 
con una estructura monomérica y otra dimérica de la proteína FAD8. Se ha descrito que la 
proteína HA unida a proteínas de fusión puede favorecer la dimerización de las mismas, 
incluso in vivo (Venegas-Calerón et al., 2010). Pero este dímero, también podría 
corresponder a una estructura real, de modo que la proteína FAD8 tuviera que estar en esta 
conformación para su actividad. Se ha detallado, en el apartado 5.3.1, que las ω3 
desaturasas contienen en su secuencia varios residuos de cisteína conservados, que 
podrían contribuir a la formación de puentes disulfuro intra- o intermoleculares.  
 
5.4.1 La proteína AtFAD8 no se distribuye de manera homogénea en la membrana 
cloroplástica 
Ante la ausencia de un anticuerpo específico contra las isoformas de las 
ω3 desaturasas, los análisis con plantas transgénicas que sobreexpresan estas proteínas, 
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fusionadas a proteínas fluorescentes (YFP) en el extremo C-terminal, como se ha realizado 
en este trabajo, pueden aportar información sobre la localización, distribución y regulación 
de estas enzimas. 
Tanto los datos obtenidos con las líneas transgénicas estables (figuras 4.29 y 4.31), como 
los experimentos de transformación transitoria en Nicotiana benthamiana (figura 4.32), 
confirman que la proteína AtFAD8 se localiza en los cloroplastos. Este resultado es 
consistente con la presencia de la secuencia de un péptido señal en el extremo N-terminal 
de la proteína FAD8 (Gibson et al., 1994). El análisis de microscopía confocal indicó que la 
proteína se localizaba en la superficie del cloroplasto, y los ensayos de inmunodetección 
realizados sobre las diferentes fracciones del fraccionamiento bioquímico (figura 4.35), 
confirmaron que FAD8 se localizaba en las membranas del cloroplasto. Esta observación es 
consistente con los datos de proteómica que detectan las ω6 y ω3 desaturasas en la 
envuelta interna cloroplástica (Ferro et al., 2003; Froelich et al., 2003). Los análisis de 
proteómica aportan información sobre la presencia y cantidad relativa de una proteína en un 
compartimento subcelular determinado, pero no dan información sobre la distribución y 
organización de las proteínas dentro de ese compartimento. A día de hoy, el conocimiento 
sobre la organización y distribución de las desaturasas de plantas en las membranas del 
cloroplasto es muy limitado. Nuestro análisis de microscopía confocal, tanto de las líneas 
transgénicas estables como los experimentos de transformación transitoria en 
N. benthamiana, muestra una localización en zonas concretas, también llamadas foci, de la 
superficie del cloroplasto (figura 4.31). El patrón inesperado de localización de AtFAD8 en 
foci discretos es compartido por otras proteínas localizadas en el cloroplasto, tanto en el 
estroma (Maple et al., 2007; Burch-Smith et al., 2011), como en la envuelta (Haswell y 
Meyerowitz, 2006; Ruppel et al., 2011; Yang et al., 2011). Es importante destacar que el 
patrón en foci se detectó en plantas transformadas con vectores que contenían tanto 
promotores constitutivos (CaMV35S, Maple et al., 2007; Burch-Smith et al., 2011; Ruppel et 
al., 2011) como promotores endógenos (Haswell y Meyerowitz, 2006), y tanto en líneas 
estables de Arabidopsis (Haswell y Meyerowitz, 2006; Burch-Smith et al., 2011; Ruppel et 
al., 2011; (Naested et al., 2004) como en plantas de N. benthamiana transformadas de 
forma transitoria (Maple et al., 2007; Burch-Smith et al., 2011). Estos resultados indican que 
el patrón de acumulación no es un artefacto del vector o del promotor utilizado para generar 
las líneas transgénicas, ni de la línea o método de transformación. Se muestra en la tabla 
5.1 un resumen de la localización y función de algunas proteínas localizadas en el 
cloroplasto en forma de foci descritas en la literatura. 
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Proteína Localización Función  Promotor Planta Referencia 
VAR3 cloroplasto desarrollo del cloroplasto CaMV35S At 
Naested et al., 
2004 
MSL-2, -3 envuelta 
división, control del tamaño 
y forma de los cloroplastos 
endógeno At 
Haswell y 
Meyerowitz, 2006  
ARC-3 estroma división del cloroplasto CaMV35S Nb Maple et al., 2007 
ISE-2 estroma desarrollo del cloroplasto CaMV35S At, Nb 
Burch-Smith et 
al., 2011 
SPD1 envuelta 
diferenciación de los 
cloroplastos 
CaMV35S At 
Ruppel et al., 
2011 
CLMP-1 envuelta 
división del cloroplasto, 
distribución de plastidios 
    Yang et al., 2011 
 
 
 
Tabla 5.1 Localización y función de algunas proteínas localizadas en el cloroplasto en forma de foci. 
Se indica la planta en la que se ha expresado la proteína (At, Arabidopsis thaliana, líneas estables o 
Nb, Nicotiana benthamiana, expresión transitoria). En la parte inferior se muestran las imágenes de 
microscopía confocal en las que se observa la localización en foci de las distintas proteínas de fusión 
unidas al marcador GFP o YFP. 
 
 
5.4.2 La ω3 desaturasa AtFAD8 colocaliza con la ω6 desaturasa AtFAD6  
El patrón de localización en foci, sugiere que la distribución de la enzima AtFAD8 no 
es homogénea y abre la puerta a la existencia de dominios de la envuelta cloroplástica 
especializados en la actividad ω3 desaturasa. Además, los datos de colocalización muestran 
las enzimas ω6 desaturasa AtFAD6 y ω3 desaturasa AtFAD8 en las mismas regiones de la 
envuelta cloroplástica (figura 4.37), indicando que, al menos, se encuentran muy próximas 
en la membrana. Resultados recientes de nuestro laboratorio mostraron una relación similar 
entre las desaturasas AtFAD6 y AtFAD7 (Lagunas et al., en preparación). Todos estos datos 
sugieren que podría haber dominios de membrana implicados en los procesos de 
desaturación general y no exclusivamente en la producción de ácidos grasos ω6 u ω3 de 
manera independiente. Hay que tener en cuenta que estas enzimas actúan secuencialmente 
en la ruta de desaturación. Con todos estos datos se ha propuesto un modelo de distribución 
de las desaturasas cloroplásticas FAD6, FAD7 y FAD8 en la envuelta, como se muestra en 
la figura 5.4. Queda por elucidar qué tipo de distribución tienen las enzimas FAD7 y FAD8 
MSL-2 ARC-3 ISE-2VAR-3SPD1CLMP-1
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entre sí, si interaccionan y si se localizan cercanas en la membrana o si, por el contrario, se 
sitúan en dominios distintos de la envuelta cloroplástica. 
 
 
Figura 5.4 Modelo de distribución y organización en la envuelta cloroplástica propuesto para las 
desaturasas AtFAD6/AtFAD7 y AtFAD6/AtFAD8. 
 
5.4.3 Relación entre la localización en foci de la proteína AtFAD8 y su función 
La función de la mayoría de las proteínas localizadas en forma de foci en el 
cloroplasto tiene que ver con la división del cloroplasto (MSL-2 y MSL-3, Haswell y 
Meyerowitz, 2006; ARC3, Maple et al., 2007), con el control del tamaño y forma de los 
mismos (MSL-2 y MSL-3, Haswell y Meyerowitz, 2006), o con el desarrollo (VAR3, Naested 
et al., 2004; ISE-2, Burch-Smith et al., 2011) y diferenciación de los cloroplastos (SPD1, 
Ruppel et al., 2011) (tabla 5.1). FAD8, al igual que FAD7, podría estar implicada en algunas 
de estas funciones, ya que desatura los ácidos grasos del cloroplasto aumentando la fluidez 
de las membranas. En el caso de creación de nuevas membranas (división del cloroplasto, 
formación de los tilacoides, etc.), FAD8 podría actuar para mantener el grado de 
insaturación en las membranas en formación, o más concretamente en el lípido PG. FAD8 
parece tener mayor especificidad por este lípido, como se ha descrito anteriormente. 
Teniendo en cuenta que el PG tiene un papel directo en el ensamblaje del aparato 
fotosintético (Jones, 2007; Guskov et al., 2009), la función de FAD8 tendría un importante 
papel en la correcta biogénesis de las membranas tilacoidales. Todo esto es consistente con 
los resultados obtenidos con los mutantes fad5 y fad6 que muestran que la poliinsaturación 
en la membrana del cloroplasto es requerida para la correcta biogénesis del mismo y para el 
mantenimiento de la ultraestructura de las membranas (Hugly y Somerville, 1992). Las 
imágenes de microscopía electrónica de estos mutantes deficientes en ácidos grasos 
poliinsaturados, expuestos a bajas temperaturas, mostraron una reducción en la cantidad de 
tilacoides y un tamaño reducido de los cloroplastos. Recientemente, en nuestro grupo, se 
FAD6 FAD7 FAD6 FAD8
PG
18:2 16:1t 
PG
18:3 16:1t 
PG
18:1 16:1t
MGDG
18:2 16:2
MGDG
18:3 16:3
MGDG
18:1 16:1
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realizó un estudio de los cloroplastos de los mutantes fad7i, fad8i y fad7 fad8 mediante 
microscopía electrónica (resultados no mostrados). Los resultados confirmaban que, en las 
plantas deficientes en la función de las desaturasas, los cloroplastos presentaban 
alteraciones en su ultraestructura. Éstos tenían un menor tamaño que los de la línea Col-0, 
presentaban alterada la estructura de los tilacoides y se observaba un mayor número de 
grana, aunque éstos contenían un menor número de tilacoides apilados que en las plantas 
control. 
Todos los datos de localización de las ω3 desaturasas plastidiales descritos hasta la fecha 
(Ferro et al., 2003; Froehlich et al., 2003), además de nuestros datos, las sitúan en la 
envuelta del cloroplasto. Sin embargo, la gran mayoría del producto de la desaturación de 
estas enzimas, el 18:3, se localiza en los tilacoides. Éstos están compuestos por los lípidos 
MGDG, DGDG, PG y SQ, y éstos, a su vez, contienen un 25-90% de ácidos grasos 
trienoicos (tablas 1.5 y 1.6). Por lo tanto, el proceso de desaturación de los lípidos del 
tilacoide requiere un flujo de glicerolípidos entre la envuelta y los tilacoides. Algunas 
evidencias sugieren que el proceso de transporte entre la envuelta interna y los tilacoides 
(revisado en Benning, 2009) se realiza a través de vesículas (Morre et al., 1991; von 
Wettstein, 2001), de un modo dependiente de la temperatura (Andersson et al., 2001). Otra 
hipótesis, no demostrada, sería la existencia de puntos de contacto entre los tilacoides y la 
envuelta interna, como parece observarse en las imágenes de microscopía electrónica en 
los polos del cloroplasto (figura 5.5 B). Apoyaría también esta hipótesis el hecho de que, en 
la localización de las ω3 desaturasas unidas a proteínas fluorescentes, a menudo se 
observan dos o más foci en los polos del cloroplasto. Así, estas enzimas localizadas en las 
zonas de contacto entre la envuelta interna y los tilacoides tendrían acceso a su sustrato. El 
patrón de foci en los extremos del cloroplasto también se ha encontrado en otras proteínas 
de la envuelta cloroplástica (MSL-2 y MSL-3, Haswell y Meyerowitz, 2006). Se ilustra esta 
hipótesis en la figura  5.5.  
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Figura 5.5  A Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un cloroplasto de una planta de 
N. benthamiana transformada con la proteína de fusión AtFAD8-YFP en la que se observa la 
localización en foci (puntos amarillos) de la proteína FAD8. B Imagen obtenida mediante microscopía 
electrónica de un cloroplasto de una planta de Arabidopsis Col-0. Las flechas amarillas indican la 
posición en el cloroplasto en la que podrían localizarse las proteínas AtFAD8. Escala 1 µm. 
 
En conclusión, la utilización de plantas transgénicas que sobreexpresan la proteína FAD8 
fusionada a la proteína YFP en el extremo C-terminal, ha permitido confirmar su localización 
en la envuelta cloroplástica, identificar su distribución en zonas concretas de la misma (foci) 
y observar un patrón de acumulación relacionado con el estadio de desarrollo de los 
cloroplastos. La utilización de plantas transgénicas cotransformadas con las construcciones 
FAD6-CFP y FAD8-YFP ha permitido determinar la colocalización de estas dos proteínas en 
una ubicación cercana de la membrana cloroplástica. 
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6. CONCLUSIONES 
 
6.1 Algunas de las isoformas de las ω3 desaturasas de soja presentan una respuesta 
específica al frío a nivel transcripcional, involucrando tanto a desaturasas reticulares 
(GmFAD3A) como plastidiales (GmFAD7-2), para mantener unos niveles apropiados 
de 18:3 en los lípidos de membrana. También se han detectado otros tipos de 
regulación relacionados con mecanismos de procesamiento alternativo de las 
desaturasas, tanto reticulares (GmFAD3A-T) como plastidiales (isoforma de 
GmFAD8-1). En nuestras condiciones experimentales, estos cambios transcripcionales 
no generaron un aumento de ácidos grasos trienoicos, sino más bien una redistribución 
de la actividad de las ω3 desaturasas a cargo de la insaturación de lípidos 
determinados o de compartimentos concretos.  
 
6.2 La expresión funcional en Saccharomyces cerevisiae de los genes GmFAD3 de soja 
ha mostrado que la isoforma truncada de GmFAD3A es inactiva y se ha establecido un 
patrón de termoestabilidad/actividad para las distintas isoformas de GmFAD3 en 
relación a la temperatura. Mientras las enzimas GmFAD3A y GmFAD3B producen más 
cantidad de 18:3 a menor temperatura (10-15 ºC), GmFAD3C presenta un máximo de 
actividad a 20 ºC. Estos resultados indican que la enzima FAD3 podría tener una 
importante implicación en la producción de ácidos grasos trienoicos en el frío, donde 
cada isoforma se ha especializado, al menos, en un rango de temperatura.  
 
6.3 La caracterización a nivel genético de los mutantes fad7 fad8 y fad3 fad7 fad8 de 
Arabidopsis reveló que ambas líneas presentaban las mismas mutaciones puntuales 
en los genes AtFAD7 y AtFAD8, lo que da lugar a las proteínas AtFAD7 y AtFAD8 
truncadas. En la secuenciación del gen AtFAD3 del triple mutante se encontró una 
mutación puntual que suponía un cambio de cisteína por tirosina en un aminoácido 
conservado en una de las cajas de histidinas de todas las ω3 desaturasas. Esta 
mutación podría suponer la desestabilización del centro activo de la enzima o la 
pérdida de la estructura terciaria por pérdida de un puente disulfuro. 
 
6.4 El análisis de la composición de ácidos grasos en los distintos mutantes de Arabidopsis 
deficientes en la función desaturasa reveló que FAD8 muestra actividad a temperatura 
control, al menos en ausencia del gen FAD7 funcional. Mientras FAD7 es responsable 
del nivel de insaturación en los lípidos mayoritarios de las membranas plastidiales 
(MGDG y DGDG), FAD8 es más específica de clases minoritarias de lípidos, como, al 
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menos PG. FAD8 actúa también preferencialmente sobre sustratos 18:2, al contrario 
que FAD7, que puede desaturar tanto sustratos 18:2 como 16:2. Los efectos de la 
desaturación preferencial de FAD8 por el lípido cloroplástico PG o por el ácido graso 
16:3, se mantuvieron a todas las temperaturas estudiadas. Estos resultados indican 
que ambas ω3 desaturasas plastidiales no realizan funciones redundantes. 
 
6.5 El análisis de la composición de ácidos grasos, tanto en Col-0 como en los 
diferentes mutantes utilizados en esta Tesis Doctoral en respuesta a las bajas 
temperaturas, no mostraron cambios relevantes ni en la composición en ácidos 
grasos ni en la expresión de los genes AtFAD3, AtFAD7 y AtFAD8. Por el contrario, 
los experimentos realizados a altas temperaturas muestran que la ω3 desaturasa 
FAD8 presenta una mayor sensibilidad al calor que FAD7. La disminución de la 
actividad FAD3 también sugería un mecanismo de regulación por disminución de la 
termoestabilidad a altas temperaturas. La ausencia de cambios en el nivel de mRNA, 
tanto de AtFAD8 como de AtFAD7 y AtFAD3, sugieren que el mecanismo que controla 
negativamente la actividad FAD8 a altas temperaturas parece operar a nivel post-
transcripcional. 
 
6.6 La utilización de plantas transgénicas que sobreexpresan la proteína AtFAD8 
fusionada a la proteína YFP en el extremo C-terminal ha permitido confirmar su 
localización en el cloroplasto, en zonas concretas de la membrana (foci). La utilización 
de plantas transgénicas cotransformadas con las construcciones AtFAD6-CFP y 
AtFAD8-YFP ha permitido determinar la colocalización de estas dos proteínas en una 
ubicación cercana de la membrana cloroplástica, sugiriendo que podría haber dominios 
de membrana especializados en la insaturación de acuerdo con la actuación 
secuencial tanto de las ω6 como de las ω3 desaturasas en la ruta de desaturación de 
los glicerolípidos de membrana en plantas. 
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